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Zusammenfassung 
Um die Versorgung mit dem essentiellen Spurenelement Eisen sicherzustellen, haben 
Mikroorganismen eine Vielzahl von Strategien entwickelt. Die Sekretion von niedermolekularen, 
chelatisierenden Molekülen, den sogenannten Siderophoren, nimmt unter den bakteriellen 
Eisenakquirierungsstrategien eine besonders prominente Rolle ein. Die Wiederaufnahme der 
eisenbeladenen Siderophore durch Mikroorganismen stellt dabei einen Schlüsselprozess dar und ist 
daher ein attraktives Ziel für potentielle Antibiotika. Hochaffine Bindung der Siderophore erfolgt 
durch Substratbindungsproteine, die Teil von ATP-Bindungskassetten-Transportern sind. Die 
potentielle Ausnutzung der Transportwege durch Wirkstoffe verlangt eine umfassende funktionelle 
und strukturelle Charakterisierung der beteiligten Proteine. 
In dieser Arbeit wurde ein Affinitätschromatographie-basiertes Verfahren zur Isolierung und 
Identifizierung eines Substratbindungsproteins aus Zelllysaten durch direkte Wechselwirkung mit 
seinem natürlichen Liganden entwickelt. Synthetische Derivate des Siderophors Petrobactin wurden 
auf einer Agarose‒Streptavidin-Matrix immobilisiert und mit dem Zelllysat einer 
Bacillus subtilis-Kultur behandelt, was die erfolgreiche Identifizierung des Petrobactin-
Bindungsproteins FpiA ermöglichte. Die anschließende biochemische und physiologische 
Charakterisierung des Proteins bestätigte seine Signifikanz für die Petrobactin-Aufnahme und belegt 
damit das Potential dieser neuen Methode. 
Weiterhin wurde das Triscatecholat-Bindungsprotein FeuA aus B. subtilis strukturell und funktionell 
charakterisiert. Cokristallstrukturen mit den Siderophoren Bacillibactin und Enterobactin sowie dem 
Siderophor-Mimetikum mecam zeigten einen nahezu identischen Bindungsmodus für die drei 
verwandten, aber dennoch verschiedenen Eisenkomplexanionen. Eine basische Triade in der 
Bindungstasche wurde als Hauptbindungsmotiv für die Substrate identifiziert und durch 
ortsgerichtete Mutagenese und nachfolgende Charakterisierung der Varianten durch 
Fluoreszenzspektroskopie und ligandenabhängige Schmelzpunktanalyse untersucht. 
Kristallographische und CD-spektroskopische Experimente zeigten, dass die Bindungstasche nur 
-stereokonfigurierte Siderophore zulässt, daher wird beispielsweise die -Stereokonfiguration des 
Eisenkomplexes von Enterobactin bei Bindung durch FeuA invertiert. Auffällig war der nahezu 
identische Bindungsmodus des Proteins für die verschiedenen Substrate, welcher mit einer 
Kippbewegung der zwei Domänen von FeuA um etwa 20° einhergeht, der größten bisher 
experimentell beobachteten Domänenbewegung eines Substratbindungsproteins der Klasse III. Diese 
Ähnlichkeit des Bindungsmodus impliziert seine Bedeutung für die nachfolgende Erkennung von 
FeuA durch die kognaten Transmembrandomänen FeuBC des Transporters, die durch Positionierung 
konservierter Glutamatreste auf der Oberfläche von FeuA ermöglicht wird. 
Diese Arbeit zeigt einen neuartigen Ansatz zur Identifizierung bakterieller Substratbindungsproteine 
und bietet einen detaillierten strukturellen und funktionellen Einblick in die Bindung von 
Triscatecholatsiderophoren durch solche Proteine. 
Summary 
IX 
Summary 
To ensure the supply with the essential nutrient and trace element iron, microorganisms have 
evolved several strategies. The secretion of low molecular weight, chelating molecules, the so called 
siderophores, takes a very prominent role among the bacterial iron acquisition strategies. The uptake 
of the iron-loaded siderophores through microorganisms constitutes a key step in this strategy and is 
therefore an attractive target for potential antibiotic agents. High affinity binding of siderophores is 
accomplished by substrate binding proteins, which are part of ATP-binding cassette transporters. The 
potential exploitation of the transport mechanisms through pharmacological agents demands a 
comprehensive functional and structural characterization of the involved proteins. 
In this work an affinity chromatography-based approach for the isolation and identification of 
substrate binding proteins from crude cell extracts through direct interaction with its natural ligand 
has been established. Synthetic derivatives of the siderophore petrobactin were immobilized on an 
agarose−streptavidin matrix and treated with the cell lysate of a Bacillus subtilis culture, which 
allowed the successful identification of the petrobactin binding protein FpiA. The subsequent 
biochemical and physiological characterization of the protein confirmed its significance for 
petrobactin import and proved therefore the potential of this new method. 
Furthermore, the triscatecholate binding protein FeuA from B. subtilis was structurally and 
functionally characterized. Cocrystal structures with the siderophores bacillibactin and enterobactin 
and the siderophor mimic mecam showed a nearly identical binding mode for these three related, 
but nevertheless distinct iron-complexanions. A basic triad within the binding pocket was identified 
as the main binding motif for the substrates and was examined through site-directed mutagenesis 
and subsequent characterization of the variants through fluorescence spectroscopy and 
ligand-dependent melting point analysis. Crystallographic and CD-spectroscopic experiments showed 
that the binding pocket accepts solely -stereoconfigured substrates, therefore the 
-stereoconfiguration of the iron-complex of enterobactin is inverted through binding by FeuA. 
Noticeable was the nearly identical binding mode of the protein for the different substrates, which is 
attended by a tilting of the two domains of FeuA of about 20°, the greatest experimentally observed 
domain movement of a class III substrate binding protein so far. This similarity of the binding modes 
implies its importance for the subsequent recognition of FeuA by the cognate transmembrane 
domains FeuBC of the transporter, which is facilitated through the correct positioning of conserved 
glutamate residues on the surface of FeuA. 
This work shows a new approach for the identification of bacterial substrate binding proteins and 
presents detailed structural and functional insights into the binding of triscatecholate siderophore by 
such proteins.  
 
 
Inhaltsverzeichnis 
X 
Inhaltsverzeichnis 
 
Zusammenfassung..................................................................................................................... VIII 
Summary .................................................................................................................................... IX 
Inhaltsverzeichnis ......................................................................................................................... X 
Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................................... XV 
Abkürzungsverzeichnis Aminosäuren ....................................................................................... XVIII 
1 Einleitung ............................................................................................................................. 1 
1.1 Siderophore ................................................................................................................................ 2 
1.1.1 Physikochemische Eigenschaften ..................................................................................... 2 
1.1.2 Klassifizierung ................................................................................................................... 3 
1.1.3 Biosynthese ...................................................................................................................... 5 
1.1.3.1 Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen ....................................................................... 5 
1.1.3.2 NIS-Synthetasen ........................................................................................................ 8 
1.1.4 Siderophorabhängige Coevolution zwischen Pathogen und Wirt.................................. 11 
1.1.4.1 Siderocalin ............................................................................................................... 11 
1.1.4.2 „Stealth“-Siderophore ............................................................................................ 13 
1.1.5 Potentielle klinische Anwendungen ............................................................................... 14 
1.1.5.1 Sideromycine .......................................................................................................... 15 
1.1.5.2 Siderophorbasierte Microcine ................................................................................ 16 
1.1.5.3 Siderophoranaloga .................................................................................................. 17 
1.1.5.4 Eisenchelationstherapie .......................................................................................... 19 
1.2 Bakterielle Eisenimportsysteme ............................................................................................... 20 
1.2.1 Äußere Membrantransporter ......................................................................................... 21 
1.2.2 Der energieübertragende Komplex TonB‒ExbB‒ExbD .................................................. 23 
1.2.3 ABC-Transporter und Substratbindungsproteine ........................................................... 24 
1.2.3.1 Substratbindungsproteine ...................................................................................... 25 
1.2.3.2 Transmembrandomänen ........................................................................................ 29 
1.2.3.3 Nukleotidbindungsdomänen .................................................................................. 30 
1.2.3.4 Funktion und Mechanistik ...................................................................................... 31 
Inhaltsverzeichnis 
XI 
1.3 Eisenhomöostase in Bacillus subtilis......................................................................................... 32 
1.4 Aufgabenstellung ..................................................................................................................... 35 
2 Materialien ........................................................................................................................ 36 
2.1 Geräte ....................................................................................................................................... 36 
2.2 Verbrauchsmaterialien ............................................................................................................. 38 
2.3 Chemikalien .............................................................................................................................. 39 
2.4 Enzyme ..................................................................................................................................... 40 
2.5 Oligonukleotidprimer ............................................................................................................... 40 
2.6 Vektoren ................................................................................................................................... 41 
2.6.1 pET-28a(+) ...................................................................................................................... 41 
2.6.2 pCB-28a(+) ...................................................................................................................... 42 
2.7 Mikroorganismen ..................................................................................................................... 43 
2.7.1 Bacillus subtilis Marburg 168 .......................................................................................... 43 
2.7.2 Bacillus subtilis ATTC 21332 ........................................................................................... 43 
2.7.3 Escherichia coli TOP10 .................................................................................................... 43 
2.7.4 Escherichia coli BL21 (DE3) ............................................................................................. 43 
2.8 Kulturmedien ............................................................................................................................ 44 
2.8.1 LB-Medium ..................................................................................................................... 44 
2.8.2 Belitzky-Minimalmedium ohne Citrat ............................................................................ 44 
2.8.3 Difco-Sporulationsmedium ............................................................................................. 45 
2.8.4 high salt- und low salt-Medium ..................................................................................... 45 
2.9 Puffer und Stammlösungen ...................................................................................................... 46 
3 Methoden .......................................................................................................................... 49 
3.1 Molekularbiologische Methoden .............................................................................................. 49 
3.1.1 Polymerasekettenreaktion und ortsgerichtete Mutagenese ......................................... 49 
3.1.2 Präparation von genomischer DNA ................................................................................ 49 
3.1.3 Präparation von Plasmid-DNA ........................................................................................ 50 
3.1.4 Konstruktion der Expressionsplasmide .......................................................................... 50 
3.1.4.1 Konstruktion von fpiA‒pET-28a(+) .......................................................................... 51 
3.1.4.2 Konstruktion der feuA‒pCB-28a(+)-Varianten ........................................................ 51 
Inhaltsverzeichnis 
XII 
3.1.5 Herstellung von Deletionsmutanten .............................................................................. 51 
3.1.6 Wachstumsexperimente ................................................................................................ 52 
3.2 Proteinchemische Methoden .................................................................................................... 52 
3.2.1 Genexpression ................................................................................................................ 52 
3.2.2 Zellaufschluss .................................................................................................................. 53 
3.2.3 Chromatographische Verfahren ..................................................................................... 53 
3.2.3.1 Ni2+‒NTA-Metallionenaffinitätschromatographie .................................................. 53 
3.2.3.2 Gelfiltrationschromatographie ............................................................................... 54 
3.2.4 Ultrafiltration .................................................................................................................. 54 
3.3 Analytische Methoden .............................................................................................................. 54 
3.3.1 Agarosegelelektrophorese ............................................................................................. 54 
3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ......................................................... 55 
3.3.3 Peptidmassen-Fingerabdruck ......................................................................................... 55 
3.3.4 ESI-Massenspektrometrie .............................................................................................. 55 
3.3.5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie ................................................................................. 55 
3.4 Spektroskopische Methoden .................................................................................................... 56 
3.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen ......................................................... 56 
3.4.1.1 Colorimetrische Konzentrationsbestimmung nach Bradford ................................. 56 
3.4.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung ......................................................... 56 
3.4.2 Circulardichroismus-Spektroskopie ................................................................................ 57 
3.4.3 Fluoreszenzspektroskopie .............................................................................................. 58 
3.4.4 in crystallo-Absorptionsspektroskopie ........................................................................... 59 
3.5 Proteinkristallisation ................................................................................................................ 59 
3.5.1 Automatisiertes Kristallisationsscreening ...................................................................... 61 
3.5.2 Kristallisationsoptimierung ............................................................................................. 61 
3.5.3 Cokristallisation und soaking-Experimente .................................................................... 62 
3.5.3.1 Cokristallisation ....................................................................................................... 62 
3.5.3.2 soaking-Experimente .............................................................................................. 62 
3.6 Proteinstrukturbestimmung ..................................................................................................... 63 
3.6.1 Testen von Cryobedingungen ......................................................................................... 63 
3.6.2 Datensammlung und Datenreduktion ............................................................................ 63 
3.6.3 Strukturlösung und Modellbau durch molekularen Ersatz ............................................ 63 
3.6.4 Strukturverfeinerung ...................................................................................................... 64 
Inhaltsverzeichnis 
XIII 
3.6.5 Bioinformatische Charakterisierung von Sequenzen und Strukturmodellen ................. 65 
3.7 Isolierung von Bacillibactin ....................................................................................................... 67 
3.7.1 Ethylacetatextraktion ..................................................................................................... 67 
3.7.2 Festphasenextraktion der Kulturüberstände mit XAD-16 .............................................. 68 
3.8 Affinitätschromatographische Proteinidentifizierung aus Zellextrakten ................................. 68 
3.8.1 Probenvorbereitung ....................................................................................................... 68 
3.8.2 Affinitätschromatographie ............................................................................................. 68 
3.8.3 Proteinidentifizierung ..................................................................................................... 69 
4 Ergebnisse .......................................................................................................................... 70 
4.1 Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung des Petrobactin-Bindungsproteins FpiA aus 
Bacillus subtilis .......................................................................................................................... 70 
4.1.1 Isolierung und Identifizierung – Ergebnisse der Affinitätschromatographie ................. 70 
4.1.1.1 Allgemeines Prinzip ................................................................................................. 70 
4.1.1.2 Immobilisierung ...................................................................................................... 71 
4.1.1.3 Anzucht der Zellen .................................................................................................. 72 
4.1.1.4 Bindung ................................................................................................................... 72 
4.1.1.5 Elution ..................................................................................................................... 73 
4.1.1.6 Tryptischer Verdau und Identifizierung .................................................................. 73 
4.1.2 Bioinformatische Charakterisierung ............................................................................... 75 
4.1.3 Bestätigung der physiologischen Relevanz von FpiA...................................................... 76 
4.1.4 Charakterisierung von FpiA und [FeIII(PB)]3− ................................................................... 77 
4.1.4.1 Klonierung, Expression und Reinigung ................................................................... 77 
4.1.4.2 Fluoreszenzspektroskopie – Ligandenbindung und -affinität ................................. 78 
4.1.4.3 Circulardichroismus-Spektroskopie – Proteinfaltung und -stabilität, 
Ligandenkonfiguration ............................................................................................ 80 
4.1.4.4 Massenspektrometrie ............................................................................................. 83 
4.1.5 Kristallisationsansätze .................................................................................................... 83 
4.2 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung des Triscatecholat-Bindungsproteins FeuA .. 85 
4.2.1 Expression, Reinigung und Kristallisation ....................................................................... 86 
4.2.2 Datensammlung, Strukturlösung und -verfeinerung ..................................................... 88 
4.2.3 Gesamtproteinstruktur ................................................................................................... 93 
4.2.4 Domänenbewegung ....................................................................................................... 96 
4.2.5 Bindungstasche............................................................................................................... 97 
Inhaltsverzeichnis 
XIV 
4.2.6 Bindungsaffinitäten ...................................................................................................... 104 
4.2.7 Proteinstabilisierung und thermische Stabilität ........................................................... 106 
4.2.8 Charakterisierung der Liganden ................................................................................... 109 
4.2.8.1 [FeIII(BB)]3− ............................................................................................................. 109 
4.2.8.2 [FeIII(Ent)]3− ............................................................................................................ 111 
4.2.8.3 [FeIII(mecam)]3− ..................................................................................................... 113 
4.2.8.4 [FeIII(VB)]3− und [FeIII(2,3-DHB)3]
6− ......................................................................... 114 
4.2.8.5 Vergleich der Ligandkomplexanionen .................................................................. 115 
4.2.8.6 in crystallo-Absorptionsspektroskopie ................................................................. 116 
5 Diskussion ......................................................................................................................... 118 
5.1 Petrobactin und sein Bindungsprotein FpiA ........................................................................... 118 
5.1.1 Vorbemerkungen .......................................................................................................... 118 
5.1.2 Direkte Identifizierung eines Petrobactin-Bindungsproteins ....................................... 120 
5.1.3 Das Petrobactin-Bindungsprotein FpiA ........................................................................ 121 
5.1.4 Ausblick ......................................................................................................................... 124 
5.2 Das Triscatecholatsiderophor-Bindungsprotein FeuA und seine Substrate Bacillibactin, 
Enterobactin und mecam ....................................................................................................... 125 
5.2.1 Strukturelle Eigenschaften von FeuA ........................................................................... 125 
5.2.2 Bindungsmodus von FeuA ............................................................................................ 132 
5.2.3 Charakteristika der gebundenen Siderophore ............................................................. 135 
5.2.3.1 Stereokonfiguration und potentielle weitere Substrate ...................................... 135 
5.2.3.2 [FeIII(BB)]3− ............................................................................................................. 140 
5.2.3.3 [FeIII(Ent)]3− ............................................................................................................ 141 
5.2.3.4 [FeIII(mecam)]3− ..................................................................................................... 142 
6 Literatur ............................................................................................................................ 145 
Anhang ..................................................................................................................................... 162 
Danksagung .............................................................................................................................. 172 
Lebenslauf ................................................................................................................................ 174 
Abkürzungsverzeichnis 
XV 
Abkürzungsverzeichnis 
 
A  Adenin 
A-Domäne Adenylierungsdomäne 
Ax  Absorption bei einer Wellenlänge von x nm 
ABC  ATP-Bindungskassette (engl.: ATP binding cassette) 
Amp  Ampicillin 
APBS  engl.: Adaptive Poisson Boltzmann Server 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
AS  Aminosäure(n) 
ATP  Adenosin-5′-triphosphat 
BB  Bacillibactin 
bidest. H2O bezeichnet dest. H2O, das durch eine weitere Anlage gereinigt wurde 
Biotinyl-PB  Biotinyl-Petrobactin 
BLAST   engl.: Basic Local Alignment Search Tool 
BOC   Belitsky ohne Citrat 
Bp  Basenpaare (engl.: base pairs) 
2,2′-BPD  2,2′-Bipyridyl 
BSA  Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumine) 
c  Konzentration (engl.: concentration) 
C  Cytosin 
CAS  Chromazurol S 
CD  Circulardichroismus 
C-Domäne Kondensationsdomäne (engl. : condensation domain) 
CV  Säulenvolumen (engl.: column volumes) 
Da  Dalton 
DHB  Dihydroxybenzoat 
ddNTP  2′,3′-Didesoxynukleosid-5′-triphosphat 
dest. H2O  bezeichnet Wasser, das einen Anionen- und Kationentauscher passiert hat 
(−)-3-DHS  (−)-3-Dihydroshikimat 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (engl.: desoxyribonucleic acid) 
dNTP  2′-Desoxynukleosid-5′-triphosphat 
EB  Elutionspuffer (engl.: elution buffer) 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
Ent  Enterobactin 
ESI FT ICR MS engl.: Electro Spray Ionization Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass 
Spectrometry 
ESRF   engl.: European Synchrotron Radiation Facility 
Abkürzungsverzeichnis 
XVI 
EtOH  Ethanol 
FAD  Flavin-Adenin-Dinukleotid 
FPLC  engl.: fast performance liquid chromatography 
G  Guanin 
GB  Griseobactin 
HEPES  2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure 
IPTG  Isopropyl-1-thio--D-galactopyranosid 
Kan  Kanamycin 
LASER  Lichtverstärkung durch stimulierte Emission von Strahlung 
(engl.: light amplification by stimulated emission of radiation) 
LB-Medium lysogeny broth-Medium (o.a. Luria-Bertani-Medium) 
MALDI-TOF-MS Matrix-unterstützte LASER-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie (engl.: matrix assisted LASER desorption/ionization time of 
flight mass spectrometry) 
MCS  engl.: multiple cloning site 
mecam  1,3,5-N,N′,N′′-Tris(2,3-dihydroxybenzoyl)triaminomethylbenzen 
MeCN  Acetonitril 
MeOH  Methanol 
MFS  engl.: major facilitator superfamily 
MM  Minimalmedium 
MW  Molekulargewicht (engl.: molecular weight) 
MWCO  engl.: molecular weight cut off 
NBD  Nukleotidbindungsdomäne(n) 
NE  Norepinephrin 
NMR  kernmagnetische Resonanz (engl.: nuclear magnetic resonance) 
NRPS  nicht-ribosomale Peptidsynthetase(n) 
NTA  Nitrilotriessigsäure (engl.: nitrilotriacetic acid) 
OAc  Acetat 
ODx  optische Dichte bei einer Wellenlänge von x nm 
OMT  äußerer Membrantransporter (engl.: outer membrane transporter) 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PB  Petrobactin 
PBS  phosphatgepufferte Kochsalzlösung (engl.: phosphate buffered saline) 
PCP  engl.: peptidyl carrier protein 
PCR  Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.: polymerase chain reaction) 
PDB  Proteindatenbank der Research Collaboratory for Structural Bioinformatics 
PEG  Polyethylenglycol 
pI  isoelektrischer Punkt 
2-PrOH  2-Propanol 
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rmsd  Wurzel der mittleren quadratische Abweichung (engl.: root mean square 
deviation) 
RNase  Ribonuklease 
ROS  reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species) 
RT  Raumtemperatur 
rpm  Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute) 
SA  Staphyloferrin A 
SAXS  Kleinwinkelstreuung (engl.: small angle X-ray scattering) 
SB  Staphyloferrin B 
SBP  Substratbindungsprotein(e) 
SEC  Größenausschlusschromatographie (engl.: size exclusion chromatography) 
SDS  Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate) 
T  Thymin 
TB-Medium terrific broth-Medium 
TE-Domäne Thioesterasedomäne 
TEMED  N,N,N′,N′-Tetramethylethylendiamin 
TFA  Trifluoressigsäure (engl.: trifluoro acetic acid) 
TM  Schmelztemperatur (engl.: melting temperature) 
TMD  Transmembrandomäne(n) 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
TVB  Trivanchrobactin 
ÜN  über Nacht 
ÜNK  Übernachtkultur 
ÜT  über Tag 
ÜTK  Übertagkultur 
UV  Ultraviolett 
VIS  sichtbar (engl.: visible) 
v/v  Volumen pro Volumen (engl.: volume per volume) 
w/v  Gewicht pro Volumen (engl.: weight per volume) 
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Abkürzungsverzeichnis Aminosäuren 
 
Aminosäure 3-Buchstabencode 1-Buchstabencode MW/Da 
Alanin Ala A 89 
Arginin Arg R 174 
Asparagin Asn N 132 
Asparaginsäure Asp D 133 
Cystein Cys C 121 
Glutamin Gln Q 146 
Glutaminsäure Glu E 147 
Glycin Gly G 75 
Histidin His H 155 
Isoleucin Ile I 131 
Leucin Leu L 131 
Lysin Lys K 146 
Methionin Met M 149 
Ornithin Orn O 132 
Phenylalanin Phe F 165 
Prolin Pro P 115 
Serin Ser S 105 
Threonin Thr T 119 
Tryptophan Trp W 204 
Tyrosin Tyr Y 181 
Valin Val V 117 
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1 Einleitung 
Das chemische Element Eisen stellt eine Grundvoraussetzung für das Wachstum nahezu aller 
Lebensformen dar. Die bekannteste Ausnahme von dieser Regel sind Lactobacillen, die fähig sind in 
Milch zu wachsen, welche aufgrund der hohen Konzentration des eisenbindenden Proteins 
Lactoferrin extrem eisenarm ist.[1] Eisen wird für zahlreiche physiologische Prozesse benötigt, da es 
neben der reduzierten Eisen(II)- und der oxidierten Eisen(III)-Form weiterhin einfach miteinander 
austauschbare Spinzustände annehmen kann und daher einen extrem vielseitigen Cofaktor darstellt. 
Biologische Anwendungsbeispiele für Eisen-abhängige Cofaktoren beinhalten so physiologisch 
elementare Prozesse wie die Photosynthese, die Stickstofffixierung oder die Atmungskette, in 
welchen es in prosthetischen Gruppen wie Häm oder in Elektronenüberträgern wie Eisen‒
Schwefel-Clustern zum Einsatz kommt. Da es neben seinen Redoxeigenschaften auch das 
vierthäufigste Element in der Erdkruste ist, wurde es zum idealen Biokatalysator in der Frühzeit des 
Lebens und bald unverzichtbar. Mit dem Beginn der Photosynthese und der damit verbundenen 
Veränderung der anoxischen Habitate zu einer oxischen Umgebung wechselte die vorherrschende 
Form vom relativ leicht löslichen Eisen(II) (0.1 mol L−1 bei pH 7.0)[2] zum extrem unlöslichen Eisen(III) 
(10−9-10−18 mol L−1 bei pH 7.0).[3-4] Daraufhin wurde der essentielle Nährstoff Eisen in vielen 
ökologischen Nischen durch die vorrangige Bildung von Eisenoxidhydrat- (Fe2O3∙nH2O) bzw. 
Eisenhydroxidkomplexen (FeOH3) rar. Weiterhin kann Eisen unter aeroben Bedingungen extrem 
toxisch wirken, was auf die eisenkatalysierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS für engl.: 
reactive oxygen species) nach der Fentonreaktion (siehe Gl. (1-1) und Gl. (1-2)) zurückgeht. 
 
FeII + H2O2 → Fe
III + HO• + HO−         Gl. (1-1) 
FeIII + H2O2 → Fe
II + HOO• + H+         Gl. (1-2) 
 
Dies machte die Entwicklung von leistungsfähigen Eisenakquisitionssystemen einerseits und eine 
strikte Regulierung der intrazellulären Eisenhomöostase andererseits unabdingbar. Die Anlage von 
intrazellulären „Eisenlagern“ sowie die Reduzierung des Eisenverbrauchs unter limitierten 
Bedingungen sind neben dem hochaffinen Eisenimport aus der Umgebung durch Siderophore die 
wichtigsten bakteriellen Strategien, um ihren Eisenhaushalt zu regulieren.[2] Da auch in Mensch und 
Tier die Konzentration des verfügbaren Eisens äußerst gering ist (10−24 mol L−1 im menschl. Serum), 
da es durch zahlreiche Proteine wie Lactoferrin oder Transferrin gebunden ist,[5] gilt dies 
insbesondere auch für zahlreiche wichtige menschliche und tierische Pathogene für die Eisen daher 
oftmals einen Virulenzfaktor darstellt. 
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1.1 Siderophore 
Bei Siderophoren (griechisch für „Eisenträger“) handelt es sich um niedermolekulare Verbindungen 
mit einer Größe von etwa 500-1500 Da, die von zahlreichen Bakterien, Pilzen und teilweise auch 
höheren Pflanzen sekretiert werden.[6] Selbst für Säugetiere wurden kürzlich Hinweise auf eigene 
Siderophore bzw. siderophorartige Verbindungen gefunden.[7] Sie zeichnen sich durch 
außergewöhnlich hohe Eisenbindungsaffinitäten aus (1022.5-1049 L mol−1) und können daher Eisen(III) 
aus der Umgebung bzw. dem Serum mobilisieren. 
In der bakteriellen Eisenhomöostase werden Siderophore üblicherweise sekretiert, sobald die 
intrazelluläre Eisenkonzentration unter den für das mikrobielle Wachstum kritischen Schwellenwert 
von etwa 10−6 mol L−1 fällt.[8] Deshalb hat die Bioverfügbarkeit von Eisen im jeweiligen Habitat 
indirekt Einfluss auf die Siderphorproduktion. 
Für pathogene Mikroorganismen stellen Siderophore oftmals Virulenzfaktoren dar. Durch ihre 
Eisenabhängigkeit sind sie auf Siderophore zur Aufrechterhaltung ihres Wachstums und der 
Ausbildung ihrer Pathogenität angewiesen. Eine Übersicht über Siderophor-assoziierte Infektionen ist 
in Tab. 1-1 gegeben. 
 
Tabelle 1-1: Infektionen mit den sie verursachenden pathogenen Organismen und den assoziierten 
Siderophoren (nach [6]). 
Infektionstyp Organismus Siderophor 
Dysenterie Shigella sp. Aerobactin 
Darminfektionen Escherichia coli Enterobactin 
Typhus Salmonella sp. Salmochelin 
Pest Yersinia sp. Yersiniabactin 
Cholera Vibrio sp. Vibriobactin 
Lungeninfektionen Pseudomonas sp. Pyoverdine 
Keuchhusten Bordetella sp. Alcaligin 
Tuberkulose Mycobacterium tuberculosis Mycobactine 
Haut- und muköse Membraninfektionen Staphylococcus sp. Staphyloferrin A 
Anthrax Bacillus anthracis Petrobactin 
 
1.1.1 Physikochemische Eigenschaften 
Siderophore besitzen eine hohe Selektivität für Eisen(III) gegenüber Eisen(II), welches weichere 
Lewisbasen bevorzugt und einen deutlich größeren Ionenradius aufweist. Während es mit Zink(II), 
Mangan(II), Nickel(II) und Kupfer(II) zahlreiche weitere biologisch wichtige divalente 
Übergangsmetallkationen gibt, stehen auf der Seite der trivalenten Kationen nur das kinetisch inerte 
Cobalt(III) und Aluminium(III), das aber einen deutlich geringeren Ionenradius als Eisen(III) besitzt 
(54 pm gegenüber 65 pm). Daher ist eine eindeutige Spezifität von Siderophoren für Eisen(III) zu 
finden.[6] Die hohen Affinitätskonstanten korrelieren mit dem Redoxpotential, welches umso 
negativer ist je höher die Affinität des Siderophors gegenüber Eisen(III) ist. Die hohe Affinität ist auch 
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eine Selbstschutzvorrichtung der sekretierenden Organismen, da so die Bildung von 
Hydroxylradikalen in einer aeroben Umgebung unterdrückt wird. 
Als Donoratome für die harte Lewissäure Eisen(III) finden in Siderophoren hauptsächlich negativ 
geladene Sauerstoffatome Verwendung, allerdings existieren Ausnahmen in denen auch Stickstoff 
oder Schwefel als Donoratome verwendet werden. Üblicherweise wird eine (annähernd) 
oktaedrische Koordinationsgeometrie aufgebaut, die die thermodynamisch stabilere 
high-spin-d5-Elektronenkonfiguration begünstigt. Neben der durch Donor‒
Akzeptor-Wechselwirkungen gewonnenen Enthalpie stellt auch der durch den Chelateffekt 
besonders starke Entropieterm einen wichtigen Faktor für die thermodynamische Stabilität des 
Komplexes dar. Daneben ist auch die kinetische Inertheit der Eisen(III)‒Siderophor-Komplexe bei 
neutralen pH-Werten aufgrund der hohen Affinität der sechszähnigen Siderophore für Eisen(III) 
bemerkenswert.[9] Drei- und zweizähnige Siderophore zeigen hingegen größere kinetische Labilität, 
da einer der Liganden relativ leicht vom Komplex entfernt werden kann.[10] 
Üblicherweise bilden Siderophore 1:1-Komplexe mit Eisen(III), interessanterweise existieren aber 
auch Komplexe in welchen andere Stöchiometrien vorherrschen und teilweise werden auch 
mehrkernige Komplexe gebildet. Bekannte Beispiele sind Cepabactin (FeL3),
[11] Pyochelin (FeL2 und 
FeL),[12] sowie Rhodoturolsäure (Fe2L3).
[13] 
Zahlreiche Siderophore weisen spezifische stereochemische Eigenschaften auf, da durch die 
symmetrische, dreizählige Umgebung zweizähniger Liganden Enantiomerenpaare entstehen können. 
Hierbei spricht man üblicherweise von einem linkshändigen () bzw. rechtshändigen () „Propeller“ 
(Abb. 1-1), die sich durch Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie unterscheiden lassen, da sie genau 
entgegengesetzt circular polarisiertes Licht 
absorbieren. Die charakteristischen Spektren 
gehen auf Ligand→Metall- bzw. auf 
Ligand→Ligand-charge transfer-Effekte zurück. 
Bei asymmetrischen Liganden wie Hydroxamaten 
kann neben der optischen auch noch 
geometrische Isomerie auftreten, so dass - bzw. 
-Konfiguration noch jeweils eine cis- und eine 
trans-Form besitzen können. 
 
1.1.2 Klassifizierung 
Siderophore werden anhand ihrer chemischen Funktionalitäten, die für die Eisen(III)-Koordination 
verwendet werden, in verschiedene Klassen eingeteilt. Man unterscheidet hauptsächlich zwischen 
Catecholat- (inkl. Phenolat-), Hydroxamat- und (-Hydroxy)-Carboxylatsiderophoren, jedoch gibt es 
zahlreiche Siderophore, die mehrere Funktionalitäten aufweisen und daher als gemischte Typen 
klassifiziert werden.  
 
Abbildung 1-1: - bzw. .-Konfiguration. 
M: Metall, L: Ligand. 
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Im Allgemeinen werden mehrere zweizähnige Liganden zusammengefügt und bilden ein 
gemeinsames sechszähniges Molekülion. Ein Überblick über die häufigsten zweizähnigen Liganden ist 
in Tab. 1-2 gezeigt. 
 
Tabelle 1-2: Übersicht über typische Siderophorliganden und ihre pKa-Werte (nach [6]). 
Ligand pKa-Werte Struktur 
Catecholat 9.2, 13.0 
 
Hydroxamat 9.0 
 
-Hydroxycarboxylat 3.0, 14.5 
 
-Aminocarboxylat 2.5, 9.5 
 
-Hydroxyimidazol 6.0, 14.5 
 
Hydroxyphenyloxazolon 9.0 
 
 
Die Art der sekretierten Siderophore hängt stark vom Habitat des jeweiligen Organismus ab, was sich 
in den pKa-Werten der funktionellen Gruppen widerspiegelt. -Hydroxycarboxylatsiderophore stellen 
beispielsweise bereits effektive Siderophore bei relativ niedrigen pH-Werten dar, bei welchen 
Catecholat- und Hydroxamatsiderophore noch vollständig protoniert vorliegen. Daher wird diese 
Siderophorklasse bevorzugt von acidophilen Mikroorganismen sekretiert.[8,14-15] 
Beispiele für reine Catecholatsiderophore sind Enterobactin und Bacillibactin, welche mit 1049 L mol−1 
und 1048 L mol−1 die höchsten bisher bekannten Eisen(III)-Komplexbildungskonstanten aufweisen[16-17] 
und welche von (hauptsächlich) Gram-negativen bzw. Gram-positiven Bakterien synthetisiert 
werden. Als gemischte Vertreter sind beispielsweise Catecholat‒Hydroxamat-, Phenolat‒
Hydroxamat-, Citrat‒Catecholat- und Citrat‒Hydroxamat-Siderophore bekannt. Ein Überblick über 
die verschiedenen Klassen mit repräsentativen Vertretern ist in Schema 1-1 gezeigt. 
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Schema 1-1: Repräsentative Vertreter der verschiedenen Siderophorklassen. 
 
1.1.3 Biosynthese 
Die Biosynthese von Siderophoren ist sehr divers und schließt oftmals eine Vielzahl von Enzymen 
sowohl des Primär- als auch des Sekundärmetabolismus mit ein. Neben der Klassifizierung der 
Siderophore anhand ihrer chemischen Charakteristika ist auch eine Einteilung aufgrund ihres 
biosynthetischen Ursprungs möglich: Die erste Klasse ist von sog. nicht-ribosomalen 
Peptidsynthetasen (NRPS) abhängig, wohingegen die zweite Klasse NRPS-unabhängig ist (NIS für 
engl.: NRPS-independent siderophore). Beiden Klassen gemein ist, dass die Gene für die 
Biosynthesemaschinerien üblicherweise in einem gemeinsamen Gencluster angeordnet sind. 
 
1.1.3.1 Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen 
Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen sind in Mikroorganismen weit verbreitet und stellen neben 
Siderophoren auch zahlreiche andere peptidische Naturstoffe, wie therapeutisch bedeutende 
Antibiotika oder Immunsuppresiva her. Im Gegensatz zu ribosomalen Peptiden können 
nicht-ribosomale Peptide deutlich mehr verschiedene Bausteine als nur die 20 proteinogenen 
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Aminosäuren (AS) enthalten. Neben hydroxylierten, methylierten oder acetylierten AS finden sich 
auch zahlreiche nicht-kanonische sowie D-AS. Bisher sind etwa 500 verschiedene Bausteine bekannt. 
NRPS werden in Module eingeteilt, wobei ein Modul jeweils für die Inkorporation eines Bausteins 
verantwortlich ist. Die einzelnen Module können weiter in Domänen unterteilt werden, von denen 
die Adenylierungs-(A)-Domäne, das Peptidyl-Carrier-Protein (PCP) und die 
Kondensations-(C)-Domäne ubiquitär in allen NRPS vertreten sind. Die A-Domäne ist für die 
Erkennung und Aktivierung des jeweiligen Bausteins als Adenylat verantwortlich und daher direkt 
ATP-abhängig. Die PCP-Domäne bindet alle Substrate und Intermediate kovalent über ihren 
4'-Phosphopantethein-Cofaktor (ppan) und ist sowohl auf Sequenz- als auch auf Strukturebene mit 
den Acyl-Carrier-Proteinen (ACP) der Fettsäuresynthasen verwandt. Die C-Domäne katalysiert die 
Peptidbindungsbildung zwischen zwei PCP-gebundenen Intermediaten, dabei korreliert die Zahl der 
C-Domänen üblicherweise mit der Zahl der gebildeten Peptidbindungen. Eine weitere Domäne, die 
an der Freisetzung des assemblierten Produkts beteiligt ist, ist die sog. Thioesterase-(TE)-Domäne. 
Diese ist ausschließlich im terminalen Modul vorhanden und kann lineare, cyclische oder 
verzweigt-cyclische Peptide abspalten. Daneben existieren zahlreiche weitere optionale Domänen, 
die für die Epimerisierung, Methylierung, Formylierung oder Cyclisierung der Intermediate 
verantwortlich zeichnen.[18-20] Die Produktion NRPS-abhängiger Siderophore soll im Folgenden am 
Beispiel des Triscatecholat-Trilacton-Siderophors Bacillibactin aus Bacillus subtilis gezeigt werden. 
Bacillibactin wurde erstmals 1997 unter dem Namen Corynebactin aus Kulturen von 
Corynebacterium glutamicum isoliert,[21] seine Biosynthese jedoch erst im Jahre 2002 in B. subtilis 
beschrieben.[22] In den nachfolgenden Jahren ‒ nach Sequenzierung des Genoms von C. glutamicum ‒ 
stellte sich heraus, dass dieser Organismus keinerlei Gene für die Biosynthesemaschinerie des 
Siderophors besitzt und auch nicht in der Lage ist dieses Siderophor aufzunehmen.[17,23] Die vorherige 
Isolierung kann daher vermutlich auf eine Bacillus-Kontamination zurückgeführt werden, weshalb 
sich im Folgenden der Name Bacillibactin (BB) durchsetzte.[24] Bei Bacillibactin handelt es sich um ein 
Triscatecholat-Trilacton-Siderophor, das aus drei Einheiten des Monomers 
2,3-Dihydroxybenzoat (2,3-DHB)‒Glycin‒Threonin assembliert wird. Das Trilacton wird dabei durch 
die Seitenketten der Threonineinheiten gebildet. 
Der BB-Biosynthesegencluster ist in einem einzigen Operon (dhbACEBF) organisiert (Abb. 1-2A), das 
unter Kontrolle des globalen Eisenhomöostasetranskriptionsregulators Fur (engl.: ferric uptake 
repressor) steht.[25-26] Die Enzyme DhbA, DhbB und DhbC katalysieren die Synthese des Vorläufers 
2,3-DHB, während DhbE, DhbB und die NRPS DhbF für die Assemblierung des Siderophors zuständig 
sind.[22,27-28] 
Die Produktion des BB-Vorläufers 2,3-DHB beginnt ausgehend vom Pentosephosphatweg des 
Primärmetabolismus, aus welchem (−)-3-Dehydroshikimat ((−)-3-DHS) bezogen wird, welches in 
mehreren Schritten zu Chorismat umgewandelt wird. Chorismat wird dann von der 
Isochorismatsynthase DhbC zunächst zu Isochorismat umgesetzt und die Isochorismatlyase DhbB 
katalysiert anschließend die Hydrolyse der Pyruvatgruppe von Isochorismat, um 
2,3-Dihydro-2,3-dihydroxybenzoat zu formen. 
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Abbildung 1-2: Gencluster und Biosyntheseschema des Siderophors Bacillibactin in Bacillus subtilis. 
A) dhbACEBF-Operon aus B. subtilis. B) Biosyntheseschema. (−)-3-DHS: (−)-3-Dihydroshikimat. 
2,3-DHB: 2,3-Dihydroxybenzoesäure. ICL: Isochorismatlyase. ArCP: Aryl-Carrier-Protein. C: Kondensationsdomäne. 
A: Adenylierungsdomäne. PCP: Peptidyl Carrier Protein. TE: Thioesterasedomäne. 
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Dieses Zwischenprodukt wird schließlich von der 2,3-Dihydro-2,3-dihydroxybenzoatdehydrogenase 
DhbA in 2,3-DHB umgewandelt. Die beiden anderen Vorläufer Glycin und Threonin werden direkt aus 
dem Primärmetabolismus bezogen. Die BB-Synthese beginnt mit der Aktivierung von 2,3-DHB durch 
die alleinstehende 2,3-DHB‒AMP-Ligase DhbE.[22,29] Neueste Untersuchungen der analogen 
Enterobactin-Biosynthesemaschinerie aus Escherichia coli zeigen, dass diese durch eine Protein‒
Protein-Interaktion mit der DhbA (EntA in E. coli) verstärkt wird.[30] Anschließend erfolgt die 
Übertragung des aktivierten Substrats auf DhbB. Dieses ist ein Zweidomänenprotein, das neben der 
zuvor beschriebenen Isochorismatlyaseaktivität auch eine vollständige und aktive 
Aryl-Carrier-Protein-Domäne trägt,[22] was auch für die entsprechenden Proteine in den 
Enterobactin- und Vibriobactin-Biosynthesegenclustern bekannt ist.[31-33] Anschließend erfolgt die 
Assemblierung des Peptids durch die NRPS DhbF, wobei zunächst die Peptidbindungsbildung 
zwischen 2,3-DHB und Glycin und dann zwischen Glycin und Threonin katalysiert wird. Das erste 
Tripeptid wird dann auf die TE-Domäne geladen, welche anschließend iterativ die Bildung des 
Trilactons mit den Threonin-Einheiten der weiteren Tripeptide katalysiert und das fertig assemblierte 
Siderophor anschließend abspaltet (Abb. 1-2B).[22] 
 
1.1.3.2 NIS-Synthetasen 
Neben den NRPS-abhängigen existieren noch die NRPS-unabhängigen Siderophore (NIS). Die 
NIS-Synthetasen wurden anhand von Sequenzähnlichkeiten als Typ A, B oder C klassifiziert, welche 
mit verschiedenen Carboxylsäuresubstratspezifitäten korrelieren: NIS-Synthetasen katalysieren 
Amid- oder Esterbindungsbildung zwischen Amino- oder Hydroxylgruppen einer Vielzahl von 
Substraten und den zwei prochiralen Carboxylgruppen von Citronensäure (Typ A), den 
C5-Carboxylgruppen von -Ketoglutarsäure (Typ B) bzw. den Carboxylgruppen von Monoamid- oder 
Monoesterderivaten von Citronen- oder Succinylsäure (TypC). Eine alternative Einteilung nach den 
nukleophilen Substraten anstatt der Carboxylsäurespezifitäten erscheint eher unvorteilhaft.[34] 
Kürzlich wurde eine phylogenetisch eigenständige Gruppe mit Spezifität für Citronensäure zusätzlich 
als Typ A' eingeführt.[35] Eine Gemeinsamkeit zwischen NIS-Synthetasen und NRPS ist die Fähigkeit 
neben Einzelreaktionen („modular“) auch zwei oder mehr Kondensationen mit demselben 
Substrattyp katalysieren zu können („iterativ“).[35] 
Ein Beispiel für einen hybriden NRPS‒NIS-Biosynthesepfad stellt der für das gemischte Citrat‒
Catecholat-Siderophor Petrobactin (PB) dar. PB wurde 2002 erstmals aus dem marinen Bakterium 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus isoliert,[36] wird jedoch auch von nicht-marinen, pathogenen 
Stämmen wie Bacillus anthracis und Bacillus cereus produziert.[37-40]  Der Biosynthesegencluster für 
PB wird im Anthrax-Erreger B. anthracis durch das chromosomal lokalisierte asbABCDEF-Operon 
codiert (Abb. 1-3A).[37,41-43] Obwohl B. anthracis (wie auch B. cereus) neben PB auch BB produziert, ist 
nur PB essentiell für das bakterielle Wachstum.[41] Daher wurde die Biosynthese des Siderophors 
eingehend untersucht, da sie mögliche Angriffspunkte gegen diese potentielle Biowaffe darstellt. 
Systemischer Anthrax ist durch eine anfängliche Keim- und Vermehrungsphase geprägt, der dann 
Bakteriämie ‒ also die Präsenz von Bakterien im Blutkreislauf ‒ und schließlich eine schnell tödliche 
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Sepsis folgen.[44] Die Ansteckung kann durch Inhalation oder über Nahrungsaufnahme erfolgen und 
weist bei Nichtbehandlung eine hohe Mortalitätsrate auf.[45] 
Das Citratrückgrat von PB ist über Spermidinlinker mit zwei 3,4-DHB-Einheiten verbunden, die neben 
der Citratbasis als Eisen(III)-Liganden fungieren. PB ist neben seinen sulfonierten Analoga[46-47] bisher 
das einzige bekannte Catecholatsiderophor mit diesem ungewöhnlichen Hydroxylierungsmuster.[48] 
Die PB-Biosynthese in B. anthracis startet mit der Verknüpfung von Citronensäure mit einer 
Spermidineinheit, welche durch die ATP-abhängige Typ A-NIS-Synthetase AsbA katalysiert wird. 
Vermutlich wird zunächst die Citronensäure als Acyladenylat aktiviert, um dann nukleophil von der 
N8-Position des Spermidins angegriffen zu werden und so (3'S)-N8-Citrylspermidin zu bilden.[49-50] Die 
3,4-DHB-Einheit wird ausgehend von (−)-3-DHS gebildet, welches von der (−)-3-DHS-Dehydratase 
AsbF direkt in 3,4-DHB umgewandelt wird.[51-53] 
Für die weitere Assemblierung des Moleküls existieren zwei Wege. Zum einen kann 
(3'S)-N8-Citrylspermidin durch AsbB seine zweite Spermidinseitenkette erhalten, um dann durch die 
Enzyme AsbCDE sequentiell mit den 3,4-DHB-Einheiten verknüpft zu werden. Zum anderen kann 
(3'S)-N8-Citrylspermidin mit 3,4-DHB durch AsbCDE verknüpft werden und anschließend findet eine 
AsbB-katalysierte Kondensation des entstandenen N1-(3,4-Dihydroxybenzoyl)-N8-citrylspermidins mit 
der zweiten Spermidineinheit statt. Im letzten Schritt wird dann die Verknüpfung mit der zweiten 
3,4-DHB-Einheit wiederum durch AsbCDE katalysiert. Schlüsselpunkt der Verzweigung ist hierbei die 
promiske Typ C-NIS-Synthetase AsbB, welche die ATP-abhängige Kondensation von Spermidin sowohl 
mit (3'S)-N8-Citrylspermidin als auch mit N1-(3,4-Dihydroxybenzoyl)-N8-citrylspermidin katalysieren 
kann (jeweils bei vorheriger Aktivierung als Acyladenylat).[54] 
Der NRPS-ähnliche Teil des Biosynthesepfads wird durch die Enzyme AsbCDE gebildet: Nach 
Aktivierung als Adenylat erfolgt die Übertragung auf ein Carrier-Protein und die anschließende 
Kondensation mit einer Aminogruppe.[19] AsbC ist die entsprechende 3,4-Dihydroxybenzoesäure‒
AMP-Ligase, welche zunächst die Adenylierung des von AsbF gebildeten 3,4-DHB und die 
anschließende Übertragung des aktivierten Substrats auf den ppan-Arm von AsbD katalysiert. Bei 
AsbD handelt es sich um ein Aryl-Carrier-Protein, das Ähnlichkeiten zu den Acyl- und 
Peptidyl-Carrier-Proteinen von Polyketidsynthasen und nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen 
aufweist. AsbE kondensiert schließlich das auf AsbD geladene Substrat 3,4-DHB mit den 
N1-Aminogruppen der Spermidinseitenketten der zuvor assemblierten Bausteine (Abb. 1-3B).[55] 
 
 
Einleitung 
10 
 
Abbildung 1-3: Gencluster und Biosyntheseschema des Siderophors Petrobactin in 
Bacillus anthracis (nach [40]). 
A) asbABCDEF-Operon aus B. anthracis. 
B) Biosyntheseschema. (−)-3-DHS: (−)-3-Dihydroshikimat, 3,4-DHB: 3,4-Dihydroxybenzoesäure. 
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1.1.4 Siderophorabhängige Coevolution zwischen Pathogen und Wirt 
Die Sekretion von Siderophoren ist nicht nur eine Eisenakquirierungsstrategie von marinen oder 
Bodenbakterien sondern auch von zahlreichen wichtigen Pathogenen. Viele Siderophore sind daher 
nach ihrem (pathogenen) Produzentenstamm benannt, so beispielsweise Yersiniabactin aus dem 
Pesterreger Yersinia pestis, Vibriobactin aus dem Choleraerreger Vibrio cholerae oder die 
Staphyloferrine aus dem klinisch bedeutsamen Erreger Staphylococcus aureus. Obwohl das meiste 
Eisen im menschlichen Körper in Hämoglobin gebunden ist, liegt noch ein Teil im menschlichen 
Serum gebunden an Transferrin und intrazellulär gebunden an Ferritine vor. Da Siderophore in aller 
Regel höhere Eisenbindungsaffinitäten besitzen, vermögen sie es so, die Eisenversorgung des 
Bakteriums sicherzustellen. Der menschliche Organismus hat sich auf diese Bedrohung eingestellt 
und reagiert mit der Expression des Proteins Siderocalin aus dem angeborenen Immunsystem, 
welches Siderophore zu binden vermag. Die Pathogene haben sich dieser Reaktion ihrerseits mit der 
Sekretion neuartiger oder modifizierter, sog. „Stealth“-Siderophore angepasst. 
 
1.1.4.1 Siderocalin 
Siderocalin (auch Lipocalin 2, NGAL (für engl.: neutrophile gelatinase associated lipocalin) oder HNL 
(engl.: human neutrophil lipocalin)) ist ein Protein des angeboren menschlichen Immunsystems. 
Orthologe aus Ratten (NRL (engl.: neu-related lipocalin) oder 2-microglobulin related protein) und 
Mäusen (24p3, SIP24 (für engl.: superinducible protein 24 kD) oder Uterocalin) sind ebenfalls 
bekannt. Die Vielzahl seiner Bezeichnungen drückt bereits die vielfältigen Aufgaben dieses Proteins 
aus: Siderocalin bzw. seine Orthologen wirken bei so unterschiedlichen zellulären Prozessen wie 
Apoptose und Nierenzelldifferenzierung mit. Es wird vermutet, dass diese Prozesse in 
ligandenabhängiger Weise durch Wechselwirkung mit spezifischen Zelloberflächenrezeptoren durch 
Siderocalin gesteuert werden. Es wird von Epithelzellen als Antwort auf Entzündungen oder 
Tumorgenese sekretiert und besitzt die typische, hochkonservierte Lipocalin-Faltung mit der sog. 
Calyx als Bindungstasche.[56-57] 
Nachdem lange über seine genaue Rolle und die Natur seines Liganden spekuliert wurde, half die 
Beobachtung, dass das Protein bei heterologer Produktion in E. coli eine dunkelrote Färbung 
annahm, was auf die Coreinigung eines Chromophors hindeutete. Dieses wurde schließlich als 
Eisen(III)‒Enterobactin-Komplex identifiziert, womit erstmals der Ligand von Siderocalin gezeigt 
werden konnte. Die Affinität von Siderocalin gegenüber diesem Liganden (subnanomolar) ist 
nochmals um mehrere Größenordnungen höher als die der bakteriellen Transportproteine (mittlerer 
nanomolarer bis mikromolarer Bereich).[58] Neben Enterobactin wurden zahlreiche andere 
Eisen(III)-Komplexe von Catecholatverbindungen als Liganden bestätigt, darunter Bacillibactin,[59] 
2,3-Dihydroxybenzoat und sein Serinkondensat,[58] Parabactin sowie die synthetischen Analoga 
mecam, trencam und tren-3,2-hopo. Gebunden werden außerdem Carboxymycobactine,[60] nicht 
jedoch Hydroxamat- oder Carboxylatsiderophore (Abb. 1-4).[61] 
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Abbildung 1-4: Kristallstrukturen von humanem Siderocalin. 
A) Seitlicher Blick auf Siderocalin∙[Fe
III
(Ent)]
3−
 (PDB-Code: 3CMP). B) Blick von oben in die Calyx von Siderocalin∙[Fe
III
(Ent)]
3−
 
(90° gedreht gegenüber (A)). C) Vergrößerung der Calyx: Gezeigt sind die Enterobactin-Bruchstücke Dihydroxybenzoat und 
Dihydroxybenzoylserin sowie die sie bindenden Reste (PDB-Code: 1L6M).
[58]
 D) Vergrößerung der Calyx: Gezeigt ist 
Carboxymycobactin T und die es koordinierenden Reste (PDB-Code: 1X8U).
[60]
 
 
Siderocalin wirkt daher in vitro bakteriostatisch,[58] weiterhin ebenso im Tiermodell: Mäuse, bei 
denen das entsprechende Gen ausgeschaltet wurde, waren in der Folge deutlich anfälliger gegenüber 
bakteriellen Infektionen.[60] Die Bindung der Triscatecholatsiderophore erfolgt hauptsächlich über 
eine basische Triade, die mit dem Substrat durch hybride elektrostatische/Kation‒-Interaktionen 
wechselwirkt.[58,62] Die Triade interkaliert zwischen die drei Catecholateinheiten des Siderophors in 
cyclisch abwechselnder Art und Weise und kann so neben elektrostatischen auch vorteilhafte 
Kation‒-Wechselwirkungen aufbauen.[63] Daneben sorgen zusätzliche 
Wasserstoffbrückenbindungen für die hohe Affinität des Proteins gegenüber den Liganden.[58] 
Weiterhin werden Carboxymycobactin T und S aus Mycobacterium tuberculosis bzw. 
Mycobacterium smegmatis durch ein extensives Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen und 
van-der-Waals-Kontakten von Siderocalin gebunden. 
Die hohen Bindungsaffinitäten erklären sich zum einen in der Konkurrenz mit bakteriellen 
Transportproteinen und andererseits mit dem Vorteil gegenüber diesen, dass Siderocalin nicht dazu 
bestimmt ist, das gebundene Substrat wieder abzugeben. Es wird vermutet, dass das Substrat 
zusammen mit dem Protein über die Nieren ausgeschieden wird. Eine wachsende Zahl von 
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Untersuchungen deutet jedoch daraufhin, dass Siderocalin auch eine Funktion als 
Transferrin-unabhängiger Eisenüberträger zwischen Zellen haben könnte, in diesem Fall erfolgt die 
Freisetzung des Metalls wenn das Protein acide Endosomen durchläuft.[64-65] In diesem 
Zusammenhang wird die Verwendung eines kürzlich entdeckten „Säugetier-Siderophors“[7] oder die 
Verwendung von Metaboliten wie Catechol diskutiert.[66] Da sich die Selektivität des humanen 
Siderocalins auf wenige Siderophore beschränkt und andere wichtige Klassen, wie beispielsweise 
Hydroxamatsiderophore, nicht gebunden werden, wird vermutet, dass es noch weitere Siderocaline 
mit anderen Substratspezfitäten gibt. Ein weiteres kürzlich identifziertes Siderocalin ist das 
Lipocalin Q83 aus Coturnix japonica (Japanwachtel), das ebenfalls Catecholatsiderophore bindet und 
dessen NMR-Struktur als Komplex mit [GaIII(Ent)]3− gelöst wurde.[67] 
Die zuvor beschriebenen Bestrebungen des Einsatzes von Sideromycinen oder Siderophoranaloga als 
neue Antibiotika müssen aufgrund der Existenz von Siderocalinen überdacht und auf ihre 
Tauglichkeit hin überprüft werden.[57] 
 
1.1.4.2 „Stealth“-Siderophore 
Siderocaline vermögen die Bindung der potentesten Siderophore Gram-negativer (Enterobactin) und 
Gram-positiver Bakterien (Bacillibactin) sowie von Mycobakterien (Carboxymycobactine), was auch 
die Existenz mehrerer Siderophorbiosynthesesysteme in einzelnen Bakterien erklärt. So sekretiert 
E. coli neben dem hochaffinen Enterobactin auch das gemischte Citrat‒Hydroxamat-Siderophor 
Aerobactin. Die Bildungskonstanten der Eisenkomplexe von Enterobactin bzw. Aerobactin 
unterscheiden sich mit 1049 L mol−1 und 1028 L mol−1 um immerhin 21 Größenordnungen.[16,68] Die 
Sekretion von Aerobactin ist für das Bakterium aber dennoch vorteilhaft, da es von Siderocalin nicht 
erkannt wird.[61] 
Zahlreiche Pathogene haben eine zusätzliche Strategie gegen die „Bedrohung“ durch Siderocalin 
entwickelt, nämlich die Sekretion neuer oder modizifierter Siderophore. Pathogene E. coli- und 
Salmonella-Stämme sekretieren neben Enterobactin noch modifizierte Analoga, sog. Salmocheline.[69] 
Diese verfügen über -C-glycosylierte 2,3-DHB-Einheiten und teilweise über ein partiell 
hydrolysiertes Trilactongerüst (Schema 1-2).[70-71] Es wurde gezeigt, dass diese glycosylierten 
Siderophore von Siderocalin unter Normalbedingungen nicht erkannt bzw. gebunden werden,[72-73] 
allerdings gibt es Hinweise darauf, dass eine Bindung während der Proteinfaltung erfolgen kann.[74] 
Eine alternative Strategie verfolgt der Anthrax-Erreger Bacillus anthracis. Er sekretiert neben 
Bacillibactin das gemischte Citrat‒Catecholat-Siderophor Petrobactin,[38] das aufgrund des 
ungewöhnlichen 3,4-Substitutionsmuster der Catecholat-Einheiten von Siderocalin nicht erkannt 
wird.[59] Allerdings sollte beachtet werden, dass die Calyx von Siderocalin relativ rigide ist und daher 
die Bandbreite tolerierter Siderophore einschränkt,[58,60] so dass möglicherweise die Gesamtform 
ebenso ausschlaggebend ist wie das Substitutionsmuster der Catecholateinheiten. 
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Schema 1-2: Salmocheline. 
 
B. anthracis kann seine volle Pathogenität im Mausmodell nur entfalten, wenn Petrobactin 
produziert wird,[41] welches daher als Virulenzfaktor gilt. Allerdings wurde gezeigt, dass auch 
nicht-pathogene Bacillus-Stämme die entsprechenden Biosynthesegencluster besitzen und das 
Siderophor produzieren, so dass seine bloße Anwesenheit nicht indikativ für die Virulenz des 
entsprechenden Stammes ist.[39,75] Das ebenfalls produzierte Siderophor Bacillibactin wird in späteren 
Phasen der Infektion und bei geringeren Temperaturen sekretiert, was auf eine unabhängige Rolle im 
Lebenszyklus von B. anthracis hindeutet.[76] 
 
1.1.5 Potentielle klinische Anwendungen 
Die Abhängigkeit nahezu aller Lebensformen von der Bioverfügbarkeit von Eisen macht Siderophore 
oftmals zu Virulenzfaktoren pathogener Mikroorganismen, weshalb neben ihrer Biosynthese 
insbesondere ihr Reimport in die Zelle ein attraktives Ziel für potentielle neue Antibiotika darstellt. Es 
existiert eine Reihe von Beispielen natürlich vorkommender Siderophorderivate, welche 
antibakterielle Eigenschaften besitzen. Die prominentesten Vertreter darunter sind die sog. 
Sideromycine oder auch „Trojanisches-Pferd-Antibiotika“. Weiterhin sind siderophorbasierte 
Microcine aus einigen Stämmen bekannt, die ebenfalls unter Ausnutzung spezifischer 
Siderophorimporter in die Zelle gelangen. 
Zur Blockierung der Siderophoraufnahme haben nicht-funktionelle Siderophoranaloga in den letzten 
Jahren verstärkt Interesse auf sich gezogen, da sie auch als kompetitive Eisenchelatoren eingesetzt 
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werden können. Weiterhin kann Eisenmangel durch die Verabreichung natürlicher Siderophore in 
Anwesenheit eines Überschusses eines anderen, metabolisch unwichtigen Metalls induziert 
werden.[77] 
Klinische Anwendung erfährt bereits das Siderophor Desferrioxamin B, das als Desferal® seit mehr als 
40 Jahren erfolgreich in der Chelationstherapie eingesetzt wird, um Eisenüberschuss im Blut 
entgegenzuwirken. 
 
1.1.5.1 Sideromycine 
Sideromycine sind Siderophor‒Antibiotika-Konjugate und werden auch als 
„Trojanisches-Pferd-Antibiotika“ bezeichnet, da sie sich die spezifische Bindung und den bevorzugten 
Transport von Siderophoren durch äußere Membrantransporter und Bindungsproteine zu Nutze 
machen. Von großer Bedeutung sind hierbei die Tatsachen, dass es sich um aktiven sowie abhängig 
vom zugrundeliegenden Siderophor, um Spezies-selektiven Transport handelt. 
Natürlich vorkommende Sideromycine sind beispielsweise Albomycine,[78] Ferrimycine[79] und 
Salmycine[80] (Schema 1-3). 
 
 
Schema 1-3: Natürlich vorkommende Sideromycine und deren allgemeines Wirkungsschema. 
A) Albomycine. B) Salmycin A. C) Allgemeines Wirkungsschema von Sideromycinen (nach [81]). 
 
Albomycine mimikrieren den Eisenbindungsmodus von Ferrichrom, Ferrimycin denjenigen von 
Ferrioxamin B. Sie unterscheiden sich von den natürlichen Siderophoren dadurch, dass sie jeweils 
eine zusätzliche toxische Gruppe tragen, welche nach dem Import in die bakterielle Zelle enzymatisch 
abgespalten wird und ihre antibiotische Wirkung entfaltet. Salmycine tragen neben ihrer 
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Siderophorkomponente eine Aminoglycosidgruppe und sind hocheffektiv gegen Staphylococcen und 
Streptococcen, auch gegen einige resistente Stämme. Allerdings sind die beschriebenen Beispiele nur 
als Demonstration des Prinzips tauglich, da einerseits Anzeichen für eine schnelle 
Resistenzentwicklung bestehen und sie andererseits nicht einfach zugänglich sind.[77] 
Die bisher am Besten untersuchten Sideromycine sind die Albomycine, welche aus einem 
Tris--N-hydroxy--N-acteyl-L-ornithinpeptid aufgebaut sind und eine durch einen Serinlinker 
verbundene nukleosidanaloge Thioribosylpyrimidingruppe als antibiotische Einheit tragen. Die 
Aufnahme dieser Verbindungen durch Aufnahmesysteme für Hydroxamatsiderophore konnte sowohl 
durch Mutagenese[82] als auch durch Cokristallisation des äußeren Membrantransporters FhuA[83] und 
des Substratbindungsproteins FhuD[84] aus E. coli mit Albomycin 2 gezeigt werden. Die Abspaltung 
der antibiotischen Gruppe erfolgt durch Peptidase N und ist essentiell für die bakteriozide 
Wirkung.[85-86] 
Albomycin 2 liegt in der Cokristallstruktur mit FhuA aufgrund der Flexibilität des Linkers, welcher die 
Antibiotikum- und Siderophoreinheiten verbindet, in zwei konformationellen Isomeren vor. In der 
FhuD-Cokristallstruktur ist die Antibiotikumeinheit solvensexponiert und nimmt offenbar eine 
Vielzahl von Konformationen ein, weshalb keine definierte Elektronendichte sichtbar war.[84] Die 
Bindung des Sideromycins beschränkt sich in beiden Proteinkomplexen im Wesentlichen auf die 
funktionelle Einheit des Siderophors, also auf die eisenbindenden Liganden (in FhuD finden 
überhaupt keine Interaktionen mit der antibiotisch wirksamen Gruppe statt). Dies erklärt die 
Substratpromiskuität der Transporter, deren Erkennung sich im Wesentlichen auf die chemischen 
Charakteristika der Siderophorklasse stützt und daher die zusätzliche antibiotische Gruppe 
toleriert.[83-84] 
Prinzipiell kann daher jede beliebige antibiotische Einheit mit jedem beliebigen Siderophorgerüst 
verknüpft werden, sei es über semi- oder totalsynthetische Methoden. Die ersten systematischen 
Arbeiten dazu wurden in den 1990er Jahren durchgeführt.[87-90] Bedingt durch den aktiven Transport 
bietet sich die „Trojanisches-Pferd-Strategie“ insbesondere für solche Antibiotika an, die nur schlecht 
oder gar nicht membrangängig sind, da der aktive Transport die minimale inhibitorische 
Konzentration (MIC) um mehr als das 100-fache reduziert.[91-92] Ein Hauptproblem dieser Strategie 
sind jedoch die oftmals unzureichenden Informationen über Eisenaufnahmesysteme des 
betreffenden Pathogens. Je mehr Aufnahmesysteme vorhanden sind, desto schwieriger ist die Wahl 
eines geeigneten Sideromycins.[6] Die (insbesondere strukturelle) Charakterisierung bakterieller 
Eisenaufnahmesysteme ist daher für die Entwicklung und den erfolgreichen Einsatz neuartiger, 
synthetischer Sideromycine von großem Interesse.[86] 
 
1.1.5.2 Siderophorbasierte Microcine 
In den letzten Jahren rückten verstärkt antibakteriell wirkende, siderophorgekoppelte Microcine 
(Mcc) in den Blickpunkt des Interesses. Microcine gehören zu den Bacteriocinen, also proteinogenen 
Toxinen, welche das Wachstum anderer Bakterienstämme inhibieren. Sie sind entweder 
chromosomal oder Plasmid-codiert und werden ribosomal synthetisiert. Einige Microcine wurden als 
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siderophorbasiert beschrieben, d.h. dass eine Siderophoreinheit mit der Polypeptidkette verknüpft 
ist.[8] Beispiele umfassen die Microcine MccH47, MccI47 und MccM aus verschiedenen 
E. coli-Stämmen und MccE492 aus Klebsiella pneumoniae RYC492. Die Biosynthese von MccE492 und 
MccH47 ist jeweils abhängig von der Enterobactinproduktion, weiterhin ist der Gencluster für die 
Salmochelinbiosynthese notwendig.[93-94] Der Peptidanteil von MccE492m ist mit seiner C-terminalen 
Carboxygruppe über eine O-glycosidische Bindung mit der -D-Glucoseeinheit von 
monoglycosyliertem, im Trilacton hydrolysiertem Enterobactin verknüpft (Schema 1-4).[93,95] Für 
MccH47 und MccM wurde kürzlich eine analoge posttranslationale Modifikation nachgewiesen[96] 
und für MccI47 wird eine solche Modifikation ebenfalls vermutet.[97] Weiterhin wurde kürzlich die 
Existenz von MccG492 als fünftes siderophorbasiertes Microcin vorgeschlagen.[96] 
Das posttranslational modifizierte Microcin MccE492m und sein unmodifiziertes Derivat MccE492 
zeigen beide ein auf einige Gram-negative Enterobacteriaceae-Spezies beschränktes, enges 
Aktivitätsspektrum.[93,98] Zunächst erfolgt die Aufnahme ins Periplasma durch 
Catecholatsiderophortransporter und 
anschließend findet eine Depolarisierung der 
Cytoplasmamembran durch ihre 
Permeabilisierung vermutlich unter 
Ausbildung einer Pore statt.[95] Die 
antibakterielle Wirkung des modifizierten 
MccE492m ist dabei zwei- bis achtfach 
stärker, was die Bedeutung des aktiven 
Transports durch die Siderophortransporter 
nahelegt, auch wenn gezeigt wurde, dass 
auch das unmodifzierte MccE492 durch diese 
Transporter aufgenommen wird.[93,95,98] 
 
1.1.5.3 Siderophoranaloga 
Eine weitere potentielle Strategie zur Bekämpfung pathogener Mikroorganismen unter Ausnutzung 
der Eisenaufnahmesysteme stellen Siderophoranaloga dar. Es handelt sich dabei um synthetisch 
hergestellte Verbindungen, die den Eisenbindungsmodus natürlicher Siderophore mimikrieren. Die 
eisenbindenden Liganden selbst beinhalten dabei die üblichen, charakteristischen 
Siderophorgruppen, was für eine Ausnutzung nativer Transportwege von essentieller Bedeutung ist. 
Siderophoranaloga wurden weiterhin intensiv verwendet um ihre Eisenbindungseigenschaften, 
strukturelle, funktionelle, Redox- und viele weitere Charakteristika zu bestimmen und mit nativen 
Siderophoren zu vergleichen. Insbesondere Triscatecholatsiderophor-Analoga wurden als 
nicht-hydrolysierbare Mimikri des wichtigen Siderophors Enterobactin untersucht. Einige dieser 
Siderophoranaloga sind in Schema 1-5 gezeigt. 
 
 
Schema 1-4: Microcin E492m. 
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Schema 1-5: Triscatecholatsiderophor-Analoga. 
 
Der bakteriostatische Effekt wird durch Erzeugung von eisenlimitierenden Bedingungen erreicht, 
indem die Aufnahme nativer Siderophore blockiert bzw. herabgesetzt wird. Dies kann durch 
kompetitive Eisenchelation oder durch Blockierung der Aufnahmesysteme erreicht werden, jeweils 
unter Verwendung eines Überschusses an Siderophoranalogon.[77] 
Eine neuartige Strategie wurde durch die Cokristallstruktur des Substratbindungsproteins CeuE aus 
Campylobacter jejuni mit dem synthetischen Triscatecholat 
1,3,5-Tris(N,N′,N′′-2,3-dihydroxybenzoyl)aminomethylbenzen (mecam) inspiriert: Die Struktur zeigt 
eine ligandenabhängige Dimerisierung der Proteine (Abb. 1-5A).[99] 
 
 
Abbildung 1-5: Kristallstruktur des CeuE2∙[{Fe
III(mecam)}2]
6−-Dimers. 
A) Das Proteindimer ist als gelbes bzw. oranges Bändermodell dargestellt, das [{Fe
III
(mecam)}2]
6−
-Dimer als raumfüllende 
Darstellung in violett (PDB-Code: 2CHU).
[99]
 B) Zoom auf das zweikernige [{Fe
III
(mecam)}2]
6−
-Komplexanion, das als 
Stabmodell dargestellt ist (C: violett, O: rot, N: grün, Fe: orange Kugel). 
 
Je zwei Catecholateinheiten des einen mecam-Anions binden zusammen mit je einer weiteren 
Catecholateinheit des zweiten mecam-Anions je ein Eisen(III)-Ion. Dabei ergibt sich eine 
langgezogene Struktur beider mecam-Einheiten (Abb. 1-5B), die durch ‒-Wechselwirkungen 
zwischen dem aromatischen Rückgrat der beiden Siderophoranaloga stabilisiert wird. Diese 
kristallographisch beobachtete Struktur widerspricht Berechnungen, welche eine einkernige Struktur 
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des Siderophoranalogons voraussagten.[100] Allerdings ist die Annahme der zweikernigen Struktur 
auch in Lösung denkbar und da keine weiteren mecam-verbrückten Proteine bekannt sind, bleibt 
unklar ob es sich um ein Kristallisationsartefakt oder ein physiologisch relevantes Phänomen handelt. 
Physiologische Untersuchungen der mecam-vermittelten Eisenaufnahme wurden schon früh in E. coli 
durchgeführt, allerdings sind die veröffentlichten Daten teilweise widersprüchlich: Während erste 
Wachstumsexperimente eine fast mit Enterobactin vergleichbare Wachstumsförderung 
darlegten,[101-102] zeigten spätere Untersuchungen eine Akkumulation des Eisen(III)‒
mecam-Komplexes im Periplasma.[103-104] Allerdings ist unklar, ob dies auf eine mecam-abhängige 
Dimerisierung des kognaten Substratbindungsproteins FepB zurückzuführen ist. 
Nichtsdestoweniger stellt die Dimerisierung von Substratbindungsproteinen durch zweikernige 
Siderophoranaloga im Periplasma eine vielversprechende Strategie zur Inhibition der Eisenaufnahme 
dar. Da Substratbindungsproteine auch die unbeladene Form der nativen Siderophore erkennen, ist 
dies möglicher- und wünschenswerterweise auch unter Ausschluss  vorheriger Eisenbeladung 
möglich. Vorteile dieses Ansatzes liegen in der Ausnutzung der hohen Affinitäten der 
Substratbindungsproteine für ihre jeweilige Siderophorklasse und in der Tatsache, dass nur eine 
Durchquerung der äußeren Membran erreicht werden muss.[8] 
 
1.1.5.4 Eisenchelationstherapie 
Eine klinische Anwendung die Siderophore bereits seit mehr als 40 Jahren erfahren haben, ist die sog. 
Eisenchelationstherapie. Dabei macht man sich die außerordentliche Affinität von Siderophoren 
gegenüber Eisen zu Nutze, indem man sie Patienten mit akuter Eisenvergiftung verabreicht. 
Insbesondere erhöhten Eisenkonzentrationen im Serum kann mit Hilfe der Chelationstherapie 
begegnet werden. Diese treten oftmals auch in Verbindung mit Bluttransfusionen auf, die 
beispielsweise eingesetzt werden, um Patienten mit chronischen Anämien zu behandeln. Für 
Patienten mit -Thalassämie sind diese Behandlungen lebenswichtig, allerdings enthält jede 
erhaltene Bluttransfusionseinheit 200-250 mg Eisen, die der Körper nicht aktiv ausscheiden 
kann.[105-106] Das am häufigsten verwendete Siderophor für die Eisenchelationstherapie ist 
Desferrioxamin B aus Streptomyces pilosus (Schema 1-6), auch bekannt unter seinem Handelsnamen 
Desferal®, das seit mehr als 40 Jahren klinisch genutzt wird. Die Behandlung ist jedoch anspruchsvoll 
und mit Komplikationen behaftet. So entsteht durch die Verwendung eines bakteriellen Siderophors 
ein erhöhtes Infektionsrisiko mit Yersinia- oder Klebsiella-Stämmen, welche Desferrioxamin B zur 
eigenen Eisenaufnahme nutzen können.[105] 
Idealerweise sollte ein therapeutischer Eisenchelator oral verabreichbar, nicht von Pathogenen als 
Eisenquelle genutzt werden können, nicht toxisch und sowohl in Wasser als auch in Lipiden löslich 
sein um eine einfache Gewebezugänglichkeit sicherzustellen. Zur Zeit werden neben 
Desferrioxamin B zwei weitere Eisenchelatoren klinisch angewendet, nämlich Deferipron (Ferriprox®) 
und Deferasirox (Exjade®), die aus zwei- bzw. dreizähnigen Liganden bestehen (Schema 1-6).  
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Deferipron (1,2-Dimethyl-3-hydroxypyrid-4-on) ist in der Europäischen Union und zahlreichen 
anderen Staaten (jedoch nicht in den USA und Kanada) für die klinische Behandlung von 
-Thalassämie zugelassen, beispielsweise wenn die Gabe von Desferrioxamin B kontraindiziert oder 
nicht adequat ist. Nichtsdestoweniger wird es häufig auch in einer Kombinationstherapie mit diesem 
eingesetzt. Deferasirox ist ein äußerst 
lipophiles N-substituiertes bis-
Hydroxyphenyltriazol, das gegenwärtig u.a. 
in den USA und der EU klinisch zugelassen 
ist. Besonders vorteilhaft ist, dass es bedingt 
durch seine Halbwertszeit durch eine 
einmalige tägliche Gabe für 24 h im 
therapeutisch wirksamen 
Konzentrationsbereich bleibt. Über die 
bereits zugelassenen Stoffe Deferipron und 
Deferasirox hinaus sind nur einige wenige 
Eisenchelatoren in klinischen 
Versuchsstadien, von denen nur zwei 
weitere nach oraler Verabreichung aktiv 
sind.[106] 
 
1.2 Bakterielle Eisenimportsysteme 
Der Transport von Nährstoffen, Spurenelementen oder Wachstumsfaktoren durch Membranen und 
damit gegen den Konzentrationsgradienten zwischen extra- und intrazellulärem Raum ist einer der 
fundamentalsten Prozesse des Lebens. Der Reimport eisenbeladener Siderophore stellt daher neben 
der vorherigen Sekretion der Siderophore durch ihre Produzenten einen Schlüsselschritt der 
bakteriellen Eisenhomöostase dar. 
Bei der Beschreibung bakterieller Systeme für die hochaffine Eisenaufnahme muss zwischen 
Gram-negativen und Gram-positiven Organismen unterschieden werden. Die äußere Membran 
Gram-negativer Organismen stellt eine zusätzliche Barriere dar und hat die Entwicklung weiterer 
hochaffiner Importsysteme notwendig gemacht. Während Siderophore in Gram-positiven 
Organismen nur die Cytoplasmamembran überwinden müssen und zu diesem Zweck auf 
ATP-Bindungskassettentransporter (ABC-Transporter) zurückgreifen, bestehen 
Siderophorimportsysteme Gram-negativer Bakterien aus drei Teilen: Einem hochaffinen und 
hochselektiven äußeren Membrantransporter, dem energieübertragenden Proteinkomplex TonB‒
ExbB‒ExbD sowie eines ABC-Transporters. Die einzelnen Komponenten sollen im Folgenden 
detailliert beschrieben werden. 
 
 
 
Schema 1-6: Klinisch verwendete Eisenchelatoren. 
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1.2.1 Äußere Membrantransporter 
Da sie den Größenausschluss von Porinen übersteigen, nutzen Siderophore hochspezialisierte 
Transporter zur Überwindung der äußeren Membran als erste zelluläre Barriere und zur Aufnahme in 
den periplasmatischen Raum. Diese Transporter sind in der Regel hochselektiv, da sie meist nur ein 
einziges Substrat akzeptieren, was eine hohe Zahl an verschiedenen Transportern notwendig macht. 
Obwohl die Sequenzidentitäten mit etwa 20% eher gering sind, weisen alle eine gleichartige 
dreidimensionale Faltung auf: Zur Einbettung in die Membran wird ein 22-strängiges antiparalleles 
-Fass gebildet und der Verschluss der entstandenen Pore wird durch die N-terminale, sog. 
„Korken“-Domäne erreicht (Abb. 1-6A und B). 
 
 
Abbildung 1-6: Kristallstruktur des äußeren Membrantransporters FecA. 
A) Seitlicher Blick auf den äußeren Membrantransporter FecA aus E. coli (PDB-Code: 1KMO).
[107]
 Das -Fass ist grün und die 
„Korken“-Domäne ist rot dargestellt. B) Blick durch das -Fass vom extrazellulären Raum aus. C) Eisencitrat ist in 
raumfüllender Darstellung gezeigt (C: hellblau, O: rot, Fe: orange), die für die Substratbindung verantwortlichen Loops L7 
und L8 gelb (PDB-Code: 1KMP).
[107]
 D) Zoom in die FecA-Bindungstasche. Die Loops L7 und L8 sind in 
Oberflächendarstellung gezeigt und das Substrat Eisencitrat als Stabmodell. 
 
Die 22 -Stränge sind durch 10 kurze Turns im Periplasma und durch 11 längere Loops im 
extrazellulären Raum miteinander verbunden und das -Fass wird durch intramolekulare 
Wasserstoffbrückenbindungen und über eine Salzbrücke zwischen den Strängen 1 und 22 stabilisiert. 
Es wird angenommen, dass die extrazellulären Loops, die eine Länge von bis zu 37 AS-Resten haben 
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und sich um bis zu 40 Å oberhalb der äußeren Membran erstrecken können, für die ersten 
Interaktionen mit dem Substrat verantwortlich sind und dass sie die Pore gegenüber nicht 
erwünschten Substraten verschließen.[108] Für den Eisencitrattransporter FecA wurde beispielsweise 
gezeigt, dass nach der Deletion der Loops 7 und 8 keine Bindung und kein Translokation des 
Substrats durch den Transporter mehr erfolgen (Abb. 1-6C).[109] Weiterhin erfolgt nach Bindung des 
Substrats eine signifikante konformationelle Änderung dieser beiden Loops, die die 
Solvenszugänglichkeit des Eisencitrats merklich reduziert (Abb. 1-6D).[107] 
 
 
Abbildung 1-7: Schema der Eisen‒Siderophor-Aufnahme und ihrer Regulation in Gram-negativen 
Bakterien (nach [110] und [111]). 
OMT: Äußerer Membrantransporter (engl.: outer membrane transporter). SBP: Substratbindungsprotein.  
TMD: Transmembrandomäne. NBD: Nukleotidbindungsdomäne. ECF: engl.: extracytoplasmic function. 
 
Die „Korken“-Domäne besteht aus einem zentralen viersträngigen, gemischten -Faltblatt und 
einigen umgebenden -Helices. Sie ist auch an der Substratbindung beteiligt, jedoch nicht in 
essentiellem Maße.[108,112] Am N-Terminus der „Korken“-Domäne befindet sich eine sog. Ton-Box, 
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welche die Interaktion mit dem energieübertragenden Komplex TonB‒ExbB‒ExbD ausführt (siehe 
nachfolgendes Kapitel). Einige Transporter beinhalten noch eine zusätzliche N-terminale 
Signaldomäne, die an der Regulation der Eisenaufnahme beteiligt ist: Nach Substratbindung erfolgt 
eine konformationelle Änderung der Signaldomäne, die kaskadenartig zu einem -Faktor im 
Cytoplasma weitergeleitet wird, der die Transkription des entsprechenden Transportsystems, bei 
gleichzeitiger Kontrolle durch den globalen Regulator Fur, einleitet (Abb. 1-7). 
Der genaue Translokationsmechanismus des Substrats ist bisher nicht verstanden. Neben dem 
Modell der teilweisen oder vollständigen Entfernung des „Korkens“ ist das Modell der 
vorübergehenden Bildung eines Kanals favorisiert, da der energetische Aufwand geringer erscheint 
als der, der für die Brechung von Salzbrücken und Wasserstoffbrückenbindungen notwendig 
wäre.[108] Die Bildung eines transienten Kanals wurde experimentell bereits gezeigt,[113] allerdings 
zeigten andere Untersuchungen die Entfernung der „Korken“-Domäne,[114] so dass weitere 
Experimente zur Aufklärung des Mechanismus notwendig sind. 
 
1.2.2 Der energieübertragende Komplex TonB‒ExbB‒ExbD 
Der Transport von Eisen‒Siderophor-Komplexen durch Membranen in ein zelluläres Kompartiment 
wie das Periplasma ist thermodynamisch unvorteilhaft und die äußere Membran Gram-negativer 
Bakterien besitzt keine direkte Energiequelle, um den Transport zu begünstigen. Daher setzen diese 
Organismen den TonB‒ExbB‒ExbD-Komplex ein, bei dem es sich um einen Energieüberträger 
handelt, welcher die Protonenbewegungskraft (pmf für engl.: proton motive force) der 
Cytoplasmamembran an die Transporter der äußeren Membran weiterleitet. Der Komplex ist 
universell für das Vitamin B12- und alle Eisen‒Siderophor-Aufnahmesysteme zuständig, was ihn zu 
einem attraktiven Ziel für potentielle neue Antibiotika macht. Weiterhin wurde kürzlich gezeigt, dass 
der Komplex auch für den Import von Nickel,[115] Kohlenhydraten[116] und möglicherweise zahlreichen 
anderen Nährstoffen notwendig ist.[117] Die einzelnen Komponenten des Komplexes sind wie folgt 
aufgebaut: TonB besteht aus einem kurzen cytoplasmatischen N-Terminus mit einer sich 
anschließenden einzelnen Transmembranhelix und einer großen periplasmatischen Domäne. Diese 
wiederum setzt sich aus einer charakteristischen Prolin-reichen Region mit zahlreichen Pro‒Glu- und 
Pro‒Lys-Wiederholungen welche den periplasmatischen Raum durchspannt und einem geordneten 
C-terminalen Bereich, der für die Interaktion mit dem Membrantransporter zuständig ist, zusammen. 
Es wurden zahlreiche Kristall- und NMR-Strukturen der C-terminalen Domäne beschrieben, die alle 
mehr oder minder große Unterschiede aufweisen. Während in Kristallstrukturen (teilweise 
verzwillingte) Dimere gefunden wurden,[118-120] zeigte sich TonB in der NMR-Struktur als Monomere, 
was vermutlich seine physiologisch relevante Form darstellt.[121] 
ExbB besteht aus einem N-terminalen im Periplasma lokalisierten Teil, ist über drei -Helices in der 
Membran verankert und besitzt zwei große cytoplasmatische Bereiche. 
ExbD wiederum ist aus einer kurzen cytoplasmatischen Domäne (N-Terminus), einer einzelnen 
hydrophoben Transmembranhelix und einer größeren periplasmatischen Domäne (C-Terminus) 
aufgebaut.[122] Die NMR-Struktur der periplasmatischen Domäne wurde kürzlich gelöst und zeigt 
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strukturell-topologische Ähnlichkeiten mit der C-terminalen Domäne von 
Siderophorbindungsproteinen, auch wenn die sich daraus ergebenden biologischen Implikationen 
noch unklar sind.[123]  
Der genaue Vorgang der Energieübertragung ist bislang nicht verstanden. Die 
Transmembraneinheiten der einzelnen Proteine spielen jedoch durch ihre Interaktionen eine weitaus 
größere Rolle als die bloße Verankerung in der Membran. Die pmf wird durch ExbB und ExbD 
aufgenommen und an die Transmembrandomäne von TonB weitergegeben wodurch TonB 
„aufgeladen“ wird.[108] TonB interagiert dann mit der charakteristischen Ton-Box des 
Membrantransporters unter Ausbildung eines intermolekularen -Faltblatts (Abb. 1-8A). Es wird 
angenommen, dass so durch das energetisierte TonB eine Zugkraft auf die „Korken“-Domäne des 
Membrantransporters ausgeübt wird, welche ihre teilweise Entfaltung bzw. die vorübergehende 
Bildung eines Kanals bewirkt wird.[124-125] 
 
 
Abbildung 1-8: Interaktionen zwischen äußerem Membrantransporter, TonB und 
Substratbindungsprotein. 
A) Interaktion zwischen dem äußeren Membrantransporter BtuB und TonB an der Ton-Box (PDB-Code: 2GSK).
[124]
 BtuB ist in 
grün/rot dargestellt, die Ton-Box in magenta. TonB ist in blau und mit Oberfläche und das Substrat Vitamin B12 in 
dunkelblauer, raumfüllender Form dargestellt. B) Modell eines ternären Komplexes zwischen dem Substratbindungsprotein 
FhuD (PDB-Code: 1EFD)
[126]
 und dem FhuA∙TonB-Komplex (PBD-Code: 2GRX),
[125]
 nach [127]. FhuD ist in orange dargestellt. 
 
Weiterhin wurde gezeigt, dass TonB ebenfalls mit dem nächsten Glied in der Transportkette, dem 
Substratbindungsprotein des ABC-Transporters, interagiert. Darüberhinaus wurde die Bildung eines 
ternären Komplexes aus Membrantransporter, TonB und Substratbindungsprotein experimentell 
gezeigt (Modell siehe Abb. 1-8B), was auf die Möglichkeit der direkten Übernahme des Substrats vom 
Membrantransporter durch das Substratbindungsprotein hindeutet.[127-128] 
 
1.2.3 ABC-Transporter und Substratbindungsproteine 
ATP-Bindungskassettentransporter (ABC-Transporter) gehören zu den wichtigsten 
Transportsystemen in allen Lebewesen, von Bakterien und Archaeen über niedere Eukaryoten bis hin 
zum Menschen. Sowohl ABC-Importern als auch Exportern ist gemein, dass sie den Transport ihrer 
jeweiligen Substrate durch die Membran an die aus ATP-Hydrolyse gewonnene Energie koppeln.[129] 
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Die allgemeine strukturelle Organisation kanonischer ABC-Transporter besteht aus zwei 
Transmembrandomänen (TMD), die die Translokationspermease bilden und zwei 
Nukleotidbindungsdomänen (NBD), die ATP hydrolysieren. Durch die ATP-Hydrolyse werden 
konformationelle Änderungen induziert, welche an die TMD gekoppelt sind und schließlich zur 
Translokation des entsprechenden Substrats führen. 
Der Aufbau der essentiellen Komponenten ist dabei divers: Es sind sowohl Transporter bekannt, die 
nur aus einer einzigen Polypeptidkette bestehen, als auch solche wo die einzelnen Komponenten 
durch verschiedene Proteine gebildet werden.[130] Prokaryotische kanonische ABC-Importer sind 
oftmals abhängig von hochaffinen Substratbindungsproteinen (SBP), die eine weitere essentielle 
Komponente derartiger Systeme darstellen. Die weitere Darstellung soll sich auf derartige bakterielle 
Systeme beschränken. 
 
1.2.3.1 Substratbindungsproteine 
Während Exporter ihr Substrat direkt aus dem Cytoplasma beziehen, sind bakterielle 
ABC-Importsysteme ultimativ auf ein Substratbindungsprotein (SBP) angewiesen, welches das 
Substrat an der Außenseite des Transporters positioniert. Während sie in Gram-negativen Bakterien 
frei im Periplasma diffundieren können (daher oft auch periplasmatische Bindungsproteine, PBPs, 
genannt) werden SBP in Gram-positiven Bakterien oft auch als Lipoproteine bezeichnet, da sie 
üblicherweise über eine N-terminale Lipidkette in der Membran verankert sind.[131] Für manche 
Archaeen wurde eine Membranverankerung durch eine N-terminale hydrophobe Helix beobachtet, 
weiterhin sind sie manchmal mit den Transmembrandomänen fusioniert und bilden so zwei oder vier 
Bindungsstellen aus.[132-133] Neben ihren Funktionen in Ligandenbindung und Transport wurde auch 
beobachtet, dass sie als Chaperone aktiv sein können und die Faltung denaturierter Proteine aktiv 
begünstigen.[134] 
SBP besitzen, unabhängig von ihren Liganden, untereinander typischerweise recht geringe 
Sequenzhomologien. Trotz dieser geringen Sequenzhomologien und den unterschiedlichen Größen 
(etwa 20-60 kDa) sind ihre dreidimensionalen Strukturen und Proteinfaltungen von großer 
Ähnlichkeit geprägt: Sie weisen zwei unabhängige, globuläre Domänen auf, die über verschiedene 
Linker miteinander verbunden sind. Die Domänen haben üblicherweise jeweils ein 
Rossmann-ähnliches /-Faltungsmotiv, wobei Variationen in Zahl und topologischer Anordnung der 
-Helices und -Stränge verschiedene Proteingrößen bei gleichzeitiger Erhaltung der 
Gesamttertiärstruktur erlauben. Die Spalte zwischen beiden Domänen bildet die Bindungsstelle des 
jeweiligen Liganden. Bisher wurden zahlreiche dreidimensionale Strukturen mit so verschiedenen 
Liganden wie Mono- oder Oligosacchariden, Polyoxyanionen, Aminosäuren, Di- oder Oligopeptiden, 
Eisen‒Phosphat-Komplexen, Vitaminen, Metallionen und Siderophoren aufgeklärt.  
SBP wurden 1993 von Tam und Saier anhand ihrer Sequenzidentität in acht verschiedene Cluster 
eingeteilt, die ebenfalls mit dem Molekulargewicht und den Ligandenbindungseigenschaften 
korrelierten.[135] 2001 wurde ein zusätzlicher Cluster 9 eingeführt.[136] Eine weitere Klassifizierung 
kann über die Proteintopologie erfolgen, entweder anhand der Anzahl und topologischen Anordnung 
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von -Helices und -Strängen[137-138] oder alternativ anhand der Anzahl der Verbindungen zwischen 
den globulären Domänen.[139-141] SBP der Klasse I weisen drei Verbindungen zwischen den Domänen 
auf, die der Klasse II zwei Verbindungen und die der Klasse III eine Verbindung. Bei den Linkern in den 
Klassen I und II handelt es sich meist um -Stränge, während die einzelne Verbindung in Proteinen 
der Klasse III eine lange -Helix darstellt (Abb. 1-9). SBP der Klasse III gehören grundsätzlich zu 
Cluster 8 und 9. Eine alternative Einteilung in sechs Cluster (mit weiteren Subclustern) erfolgte 2010 
von Berntsson et al. aufgrund ihrer strukturellen Homologien.[142] Die genauen Charakteristika aller 
Klassifizierungen und Einteilungen der SBP sind im Anhang angegeben. Im weiteren Verlauf der 
Arbeit wird die Bezeichnung nach Klasse I, II und III verwendet. 
 
 
Abbildung 1-9: Repräsentative Vertreter von Substratbindungsproteinen der Klassen I, II und III. 
A) Klasse I: Maltodextrin-Bindungsprotein MBP aus Escherichia coli (PDB-Code: 1JW4).
[143]
 
B) Klasse II: Lysin/Arginin/Ornithin-Bindungsprotein LAO aus Salmonella typhimurium (PDB-Code: 2LAO).
[144]
 
C) Klasse III: Zink-Bindungsprotein TroA aus Treponema pallidum (PDB-Code: 1K0F).
[145]
 Die (beginnend) N-terminalen 
Domänen sind jeweils in rot, die Linkerregionen in orange und die C-terminalen Domänen in gelb dargestellt. 
 
SBP der Klassen I und II zeigen bei Substratbindung eine große Domänenbewegung, die auch 
„Pac-Man“- oder „Venusfliegenfalle“-Modell genannt wird.[140,146] Sie kann dabei bis zu 60° 
betragen,[147] wie zum Beispiel mit 35° für das Maltodextrin-Bindungsprotein (Abb. 1-10A).[148] 
Mehrere Untersuchungen zeigten, dass sich die offene und geschlossene Form des Proteins in einem 
kinetischen Gleichgewicht befinden,[144,149-151] bei Abwesenheit des Substrats überwiegt die offene 
Form bei weitem (ca. 95%).[152] Die Bindung eines Substrates erfolgt mit Resten von beiden Domänen, 
daher wird das Gleichgewicht deutlich in Richtung des geschlossenen Konformers verschoben. Bei 
Bindung wird die Hydrathülle des Liganden entfernt und die Wassermoleküle werden aus der 
Bindungsspalte verdrängt, was zur Erhöhung der Entropie beiträgt. Es wird davon ausgegangen, dass 
nur die geschlossene Form des Proteins das Schlüsselsignal für die Interaktion mit den TMD und den 
nachfolgenden Transport darstellt.[140] Die Domänenbewegung muss einerseits so groß sein, dass 
eine eindeutige Unterscheidung zwischen offener und geschlossener Form ebenso möglich ist, wie 
der freie Austausch des Liganden zwischen Bindungsspalte und Solvens. Auf der anderen Seite muss 
die Domänenbewegung so vorteilhaft sein, dass eine hochaffine Ligandenbindung möglich ist. 
Die bisher bekannten SBP der Klasse III binden Metallionen, Eisen‒Siderophor-Komplexe, Häm und 
Vitamin B12. Im Gegensatz zu den Transportern in der äußeren Membran von Gram-negativen 
Bakterien, die hochspezialisiert auf ein Substrat sind, vermögen SBP eine ganze Klasse von 
Siderophoren, wie beispielsweise Hydroxamat- oder Catecholatsiderophore zu binden.[108] Dies wird 
dadurch erreicht, dass nur der chemisch gleiche Part der Siderophore, nämlich ihre 
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Eisen(III)-koordinierenden Gruppen erkannt wird. Daher bindet und transportiert das 
Hydroxamatsiderophor-Bindungsprotein FhuD aus E. coli z.B. die chemisch  unterschiedlichen 
Substrate Ferrichrom, Coprogen, Ferrioxamin B und Albomycin.[84,126] 
 
 
Abbildung 1-10: Domänenschließbewegung bakterieller Substratbindungsproteine. 
A) Maltodextrin-Bindungsprotein MBP aus E. coli (PDB-Code: 1JW4 (apo),
[143]
 1ANF (holo)).
[153]
 In den Abbildungen (A) und 
(B) sind die apo-Strukturen jeweils in grau und die holo-Strukturen in rot gezeigt. Die Ligandenatome sind in allen 
Abbildungen nach Atomen koloriert (C: grün, O: rot, N: blau, Fe: orange Kugel, Zn: graue Kugel), in den Abbildungen (A) bis 
(C) wurden jeweils die N-terminalen Domänen der zwei Strukturen überlagert. B) Zink-Bindungsprotein TroA aus T. pallidum 
(PDB-Code: 1K0F (apo),
[145]
 1TOA (holo)).
[154]
 C) Siderophorbindungsprotein FitE aus E. coli (PDB-Code: 3BE5).
[155]
 Die offene 
apo-Konformation ist in grau, die geschlossene apo-Konformation in orange gezeigt. D) Staphyloferrin A-Bindungsprotein 
HtsA aus S. aureus in seiner offenen Konformation mit gebundenem Liganden (PDB-Code: 3LHS).
[156]
 Das Protein ist als 
B-Faktor-Röhrendiagramm gezeigt. Regionen mit erhöhten B-Faktoren zeigen einen größeren Durchmesser und sind von 
blau (niedriger B-Faktor) bis rot (hoher B-Faktor) koloriert (nach [156]). 
 
Die Schließbewegung der Domänen bei Substratbindung ist in der Regel deutlich geringer als bei den 
SBP der Klassen I und II, da die verbrückende -Helix Rigidität in die Proteinfaltung induziert. Die 
ersten bekannten Strukturen von SBP der Klasse III wiesen in der Tat eine sehr geringe 
Domänenbewegung auf: Das Zink(II)-Bindungsprotein TroA aus dem Syphilis-Erreger 
Treponema pallidum weist eine Domänenbewegung von etwa 4° auf, allerdings ist die apo-Form des 
Proteins noch stärker geschlossen als die holo-Form, da durch den Verlust des Zink(II)-Ions die 
Bindungstasche „kollabiert“ (Abb. 1-10B).[145,154] FhuD und das Vitamin B12-Bindungsprotein BtuF aus 
E. coli zeigen Domänenschließbewegungen von 2° bzw. 10°.[157-158] Die größte konformationelle 
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Änderung der Bindungsproteine der -Hydroxycarboxylatsiderophore Staphyloferrin A und B aus 
dem klinisch bedeutsamen Erreger Staphylococcus aureus, HtsA und SirA, wird durch die isolierte 
Bewegung je dreier Loops in der C-terminalen Domäne ausgeführt (Abb. 1-10D), ansonsten ist die 
Domänenbewegung ebenfalls sehr gering (< 2°).[156,159] 
HtsA mit gebundenem Staphyloferrin A wurde in Kristallstrukturen sowohl in einer offenen als auch 
einer geschlossenen Konformation beobachtet.[156] Des Weiteren wurden ebenfalls mehrere 
Konformationen von apo-FitE aus E. coli gefunden (Abb. 1-10C).[155] Neben dieser experimentell 
beobachteten konformationellen Flexibilität legen auch Molekulardynamiksimulationen von FhuD, 
BtuF sowie der Häm-Bindungsproteine PhuT und ShuT aus den Pathogenen Pseudomonas aeruginosa 
bzw. Shigella dysenteriae nahe, dass die SBP der Klasse III in vivo weniger starre Strukturen besitzen 
als bisher angenommen.[157,160-161] Die Rigidität der beobachteten Kristallstrukturen kann dabei auf 
sterischen Hinderungen durch Kristallkontakte beruhen. Die BtuF-Simulationen zeigten große 
konformationelle Änderungen für apo- und holo-Form, diese waren jedoch in der apo-Form mit einer 
Bewegung von 56° zwischen den beiden extremsten Konformationen stärker ausgeprägt. Die 
Molekulardynamiksimulationen von FhuD zeigten relativ geringe konformationelle Unterschiede von 
etwa 6°, weiterhin zeigten die verwandten Proteine FhuD1 und FhuD2 aus S. aureus bei 
Ligandenbindung ebenfalls nur geringfügige konformationelle Unterschiede, die durch 
Kleinwinkelstreuung (SAXS) experimentell festgestellt wurden.[162-163] 
Die Erkennung des Bindungsproteins durch seine kognaten TMD wird für SBP der Klasse III auf die 
Interaktion zwischen zwei hochkonservierten Glutamatresten des SBP mit zwei konservierten 
Argininresten der TMD zurückgeführt. Die Transporterkomplexstruktur wird dabei durch die 
Ausbildung zweier Salzbrücken stabilisiert. Erste Hinweise darauf gab eine kompetitive 
Peptidkartierung von FhuD und der Membranpermease FhuB[164], die Salzbrücke wurde dann 
erstmals anhand der BtuF- und BtuCD-Strukturen vorgeschlagen.[141,165] 
Siderophoraufnahmestudien mit FhuD2-Mutanten zeigten die Interaktion erstmals experimentell 
in vivo.[163] Diese wurden im Eisencitrat-Aufnahmesystem FecBCD ebenfalls durch Mutationsstudien 
bestätigt,[166] schlussendliche Evidenz erbrachte allerdings erst die Kristallstruktur des 
BtuC2D2F-Komplexes, in dem die vorhergesagten Salzbrücken deutlich ausgeprägt waren 
(Abb. 1-11).[167] Während gebundene Metallionen von ihren kognaten SBP komplett verdeckt und 
eingeschlossen werden,[154,168-169] sind Siderophore, Vitamin B12 und Häm zu einem erheblichen Teil 
solvensexponiert. Daher wurde ebenfalls angenommen, dass Teile des Siderophors zusammen mit 
den konservierten Glutamatresten eine Erkennungs- und Interaktionsfläche für die TMD bilden, also 
direkt an der Erkennung beteiligt und essentiell für diese sind.[163] 
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Abbildung 1-11: Salzbrücken zwischen Substratbindungsprotein und Transmembrandomänen in 
der Kristallstruktur des Vitamin B12-Transporters BtuC2D2F. 
A) Seitliche Ansicht des Transporterkomplexes. Das SBP ist in rot, die TMD in blau bzw. gelb und die NBD in grün bzw. violett 
dargestellt. Die die Salzbrücken formenden Reste sind raumfüllend dargestellt und nach Atomen eingefärbt (C: Farbe des 
jeweiligen Proteinrückgrats, O: rot, N: blau). B) Zoom auf die Salzbrücken-formenden Reste, die als Stabmodell dargestellt 
sind (PDB-Code: 2QI9).
[167]
 
 
Eine selektive Erkennung der holo-Form ist notwendig, da die Zahl der SBP im Periplasma 
Gram-negativer Bakterien etwa zehnmal größer ist als die der zugehörigen 
Membrantransporter.[2,140] Weiterhin müssen SBP den Anspruch einer hochaffinen Ligandenbindung 
erfüllen, gleichzeitig jedoch auch in der Lage sein, das jeweilige Substrat im Lauf des 
Transportprozesses an die Membranpermease abzugeben. Wie groß die konformationellen 
Unterschiede zwischen apo- und holo-Formen von SBP der Klasse III sind, wie die TMD zwischen den 
beiden Formen unterscheiden können und wie die Bindung des Substrats gelöst wird ist trotz der 
zuvor dargelegten Untersuchungen (oder gerade wegen der teils widersprüchlichen Resultate) nach 
wie vor strittig und Gegenstand der aktuellen Forschung. 
 
1.2.3.2 Transmembrandomänen 
Die Transmembrandomänen (TMD) bestehen meist aus 4-10 -Helices, welche die Membran 
durchspannen (daher oft auch MSD für engl.: membrane spanning domains). Die Loops, welche die 
Helices an der intra- und extrazellulären Seite miteinander verbinden, sind von variabler Länge und 
essentiell für die Erkennung durch den jeweiligen Interaktionspartner.[129] Die TMD formen die 
Translokationspore, durch die das Substrat nach Abgabe durch das SBP transportiert wird. Die Reste 
innerhalb der Pore sind dabei hydrophiler Natur, während die membranexponierten Reste auf der 
Außenseite der Helices hydrophob sind. Obwohl die Sequenzhomologie zwischen verschiedenen 
TMD eher gering ist, kann sie innerhalb einer Transporter-Klasse, wie beispielsweise für 
Eisenchelatkomplexe, sehr hoch sein. So sind innerhalb dieser Klasse mehrere Argininreste, die mit 
ebenfalls konservierten Glutamatresten des SBP interagieren, durchgängig vorhanden. 
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1.2.3.3 Nukleotidbindungsdomänen 
Die NBD sind die treibende Kraft der ABC-Transporter und stellen damit gewissermaßen ihren 
„Motor“ dar. Sie sind grundsätzlich im Cytoplasma lokalisiert und interagieren mit den TMD. Sie 
bestehen aus einer RecA-ähnlichen und einer -helikalen Subdomäne, die durch zwei flexible Loops 
miteinander verbunden sind. Die Faltung ist insgesamt hochkonserviert, wobei man die 
RecA-ähnliche Subdomäne auch in anderen ATPasen findet, während die -helicale Subdomäne 
hingegen spezifisch für die ABC-Transporter ist.[129-130,170-171] Die RecA-ähnliche Subdomäne enthält 
beide sog. Walker-Motive, die spezifisch für ATP-bindende Proteine sind sowie die konservierten 
D- und H-Loops (auch Switch genannt). Der hochflexible Q-Loop trägt einen konservierten 
Glutaminrest und verbindet beide Subdomänen. Da er an den Interaktionsflächen sowohl mit dem 
NBD-Dimer als auch mit den TMD wechselwirkt, wirkt er möglicherweise an der 
Interdomänensignalgebung mit.[172] In der -helikalen Subdomäne befindet sich das sog. 
LSGGQ-Motiv, das als Erkennungsmotiv der ABC-Familie angesehen wird. 
Manche NBD wie z.B. MalK aus dem Maltose-Transporter von E. coli besitzen eine zusätzliche 
C-terminale Regulationsdomäne, die den Kontakt zwischen den Monomeren unabhängig vom 
Zustand der ATP-Beladung und der Konformation der NBD aufrecht erhält (Abb. 1-12).[173] 
 
 
Abbildung 1-12: Kristallstruktur der ATP-Bindungskassette MalK. 
A) Monomer der NBD MalK aus dem Maltose-Transporter von E. coli (PDB-Code: 1Q12). Die RecA-ähnliche Subdomäne ist 
in dunkelgrün, die -helikale Subdomäne in graugrün und die Regulationsdomäne in hellgrün dargestellt. Die konservierten 
Motive sind folgendermaßen gekennzeichnet: Walker A (rot), Q-Loop (orange), LSGGQ (gelb), Walker B (türkis), D-Loop 
(blau), Switch (violett). ATP ist als Stabmodell dargestellt (C: hellgrau, O: rot, N: blau, P: orange). B) Dimer des oben 
genannten Transporters. Die MalK-Monomere sind in grün und violett gezeigt, die Regulationsdomänen sind dabei in einer 
jeweils helleren Farbschattierung dargestellt. 
 
Die ATPase-Aktivität der Domänen ist hochkooperativ, was mit der dimeren Anordnung der NBD 
korreliert, die durch mehrere Kristallstrukturen bestätigt wurde. Diese weisen weiterhin ein 
„Nukleotidsandwich“ auf, in welchem ATP zwischen der Domänengrenzfläche vom Walker A-Motiv 
des einen Monomers und dem LSGGQ-Motiv des anderen Monomers gebunden ist.[174-175] Die 
Domänenbewegung durch ATP-Hydrolyse und Freisetzung der Produkte führt in der Folge zu 
konformationellen Veränderungen der TMD. 
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1.2.3.4 Funktion und Mechanistik 
Nachdem es zunächst gelungen war die einzelnen Komponenten von ABC-Transportern funktionell 
und strukturell zu charakterisieren, gab es in den letzten Jahren große Fortschritte bei der 
Charakterisierung intakter Transporterkomplexe. Neben „klassischen“ biochemischen 
Untersuchungen erbrachten insbesondere strukturelle Informationen über die Transporter in 
verschiedenen Zuständen und Konformationen Erkenntnisse die zur Postulierung bzw. weiteren 
Erklärung der Transportmechanismen führten. Neben dem Vitamin B12-Transporter BtuC2D2F 
(Abb. 1-11) existieren zwei weitere Kristallstrukturen vollständig intakter ABC-Systeme, namentlich 
die des Maltodextrintransporters MalEFGK2 aus E. coli
[176] und die des putativen 
Molybdattransporters ModAB2C2 aus Archaeoglobus fulgidus (Abb. 1-13).
[177] 
Grundsätzlich erfolgt der Transport durch eine von den NBD ausgehenden und in den TMD 
induzierten Konformationsänderung. Die NBD sind die am stärksten konservierten Komponenten des 
Transporters und somit die allgemeine „Antriebsfeder“ die mit verschiedenen Transportern 
verknüpft sein kann. Die zwei NBD formen zusammen in einer Kopf-Schwanz-Anordnung zwei 
ATP-Bindungs- und Hydrolysestellen, sind also nur als Dimer funktionell. Nach ATP-Bindung schließt 
sich die Interaktionsfläche zwischen beiden Domänen und die Nukleotide sind jeweils durch beide 
NBD gebunden.[175] Dies geht einher mit Wechselwirkungen der NBD mit strukturell konservierten 
Kopplungshelices der TMD, was in der Folge zu einer nach außen geöffneten Konformation der TMD 
führt.  Der Transporter ModAB2C2 wurde in einer nukleotidfreien, nach außen geschlossenen 
Konformation kristallisiert (Abb. 1-13A)[177] und der Multiwirkstoffexporter Sav1866 aus S. aureus in 
nukleotidgebundener, nach außen offener Konformation (Abb. 1-13C),[178] woraus der prinzipielle 
Mechanismus der Kopplung von ATP-Bindung und Hydrolyse an den Transportprozess abgeleitet 
wurde. 
 
 
Abbildung 1-13: Kristallstrukturen bakterieller ABC-Transporter. 
A) Molybdattransporter ModAB2C2 aus A. fulgidus (PDB-Code: 2ONK)
[177]
 in einer nukleotidfreien Konformation, die eine 
nach innen gerichtete Öffnung der TMD bewirkt. In dieser und den anderen Strukturen ist das SBP in rot, die TMD in gelb 
und blau und die NBD in violett und grün dargestellt, die jeweiligen Substrate und Cofaktoren sind in raumfüllender 
Darstellung gezeigt. B) Maltodextrintransporter MalEFGK2 aus E. coli (PDB-Code: 2R6G).
[176]
 C) Multiwirkstoffexporter 
Sav1866 aus S. aureus (PDB-Code: 2HYD).
[178]
 D) Vitamin B12-Transporter BtuC2D2F aus E. coli (PDB-Code: 2QI9).
[167]
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Der Maltodextrintransporter MalEFGK2 wurde in einem katalytisch intermediären Zustand 
kristallisiert (Abb. 1-13B). Der Komplex wies gebundenes ATP und eine nach außen offene 
Konformation auf, die Öffnung wurde jedoch noch durch das gebundene SBP MalE blockiert, welches 
die Freigabe von Maltose nach außen verhinderte. Eine wiederum andersartige Konformation nimmt 
der Vitamin B12-Transporter BtuC2D2F ein (Abb. 1-13D),
[167] der allerdings auch zu einer anderen 
Klasse der Importer gehört. Daher ist es möglich, dass die fehlende Korrelation zwischen 
Nukleotidbindungsstatus und der Konformation der TMD entweder auf die Reinigungs- und 
Kristallisationsbedingungen oder auf einen anderen modus operandi zurückzuführen ist.[179-180] 
 
1.3 Eisenhomöostase in Bacillus subtilis 
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit befassen sich ausschließlich mit dem Bodenbakterium 
Bacillus subtilis, daher soll seine Eisenhomöostase im Folgenden kurz vorgestellt werden. 
Bei B. subtilis handelt es sich um ein Gram-positives, stäbchenförmiges Bakterium, das aufgrund 
seines hohen Verwandtschaftsgrads zu pathogenen Mikroorganismen wie B. cereus und B. anthracis, 
seiner eigenen Nicht-Pathogenität und seiner leichten genetischen Zugänglichkeit als 
Modellorganismus verwendet wird. Seine Eisenhomöostase wird im Wesentlichen durch den 
globalen Transkriptionsregulator Fur (engl.: ferric uptake repressor) gesteuert.[25] Fur reguliert, 
abhängig von der Eisen(II)-Konzentration in der Zelle, die Expression der am Eisenhaushalt beteiligten 
Gene. Es enthält eine Bindungsstelle, die mit Eisen(II) besetzt werden kann und eine 
konformationelle Änderung des Regulators hervorruft, so dass dieser als Dimer an die 
entsprechenden Promotorregionen der Zielgene bindet.[181] Entsprechende Kristallstrukturen sind 
bisher für die Fur-Orthologen aus Pseudomonas aeruginosa und Vibrio cholerae bekannt, allerdings 
ohne die entsprechenden DNA-Sequenzen, so dass der genaue Erkennungs- und 
Regulationsmechanismus offen bleibt.[182-183] Die Kontrolle von Fur umfasst mindestens 20 Operons 
mit insgesamt 39 Genen,[184] die hauptsächlich ‒ wie das dhb-Operon ‒ an der 
Siderophor-Biosynthese beteiligt sind[25-26] oder für Eisentransportsysteme codieren.[185] Weiterhin ist 
Fur in der Lage eine „Eisensparantwort“ zu koordinieren, da es drei Operons kontrolliert, die für eine 
sRNA und drei kleine Proteine (mutmaßlich RNA-Chaperone) codiert, die in der Folge die Produktion 
eisenabhängiger Proteine deutlich reduzieren.[186] 
Die Siderophor-abhängige Eisenaufnahme in B. subtilis beginnt mit der Assemblierung des 
Siderophors Bacillibactin durch die Genprodukte des dhb-Operons. Der Export des apo-Siderophors 
erfolgt durch den MFS-Transporter (engl.: major facilitator superfamily) YmfD (In der ursprünglichen 
Annotierung des B. subtilis-Genoms[187] wurde ymfD noch als ymfE bezeichnet, die neue 
Annotierung[188] führte ymfE zusammen mit dem Gen ymfD.), der als einziges der bisher bekannten 
zentralen Proteine nicht Fur-reguliert ist. Die Steuerung der Genexpression erfolgt in diesem Fall 
durch den positiven Transkriptionsregulator Mta (engl.: multidrug transporter activator),[189] der 
neben YmfD noch weitere MFS-Transporter reguliert.[190] Nach Export und Bildung seines 
Eisenkomplexes wird Bacillibactin durch den FeuABC‒YusV2-Transporter wieder in die Zelle 
importiert.[185,191] Das zugehörige feuABC‒ybbA-Operon wird durch Fur und den positiven 
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Transkriptionsregulator Btr (engl.: Bacillibactin transport regulator) gesteuert. Btr vermag durch 
seine C-terminale Domäne apo- und holo-Bacillibactin zu binden, woraufhin die N-terminale Domäne 
die Transkription des Operons induziert.[192] 
 
 
Abbildung 1-14: Pfad der Bacillibactin-abhängigen Eisenaufnahme in Bacillus subtilis (ergänzt, nach 
[193]). 
CM: Cytoplasmamembran. in: intrazellulärer Raum. ex: extrazellulärer Raum. 
 
Die Eisenfreisetzung aus Bacillibactin erfolgt durch die ,-Hydrolase BesA (Bacillibactin Esterase A), 
eine analoge Funktion wird für das bisher nicht charakterisierte Enzym YbbA vermutet.[191,194] Über 
die Eisenfreisetzung aus anderen, nicht hydrolysierbaren Siderophoren sowie über die 
Metabolisierung der Bacillibactin-Monomere ist bisher nichts bekannt, daher sind diese Themen 
Gegenstand derzeitiger und zukünftiger Untersuchungen. Es ist allerdings seit langem bekannt, dass 
B. subtilis unter Eisenmangelbedingungen ebenfalls 2,3-DHB und sein Glycinkonjugat, die sogenannte 
Itosche Säure, sekretiert.[195-197] Die Bacillibactin-abhängige Eisenaufnahme in B. subtilis ist 
zusammenfassend in Abb. 1-14 dargestellt, weitere Informationen über einige der beteiligten 
Proteine sind im Anhang angegeben. 
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Neben FeuABC‒YusV2 existieren zahlreiche weitere 
ABC-Transporter, die für den Import verschiedener 
anderer Siderophore verantwortlich sind. So importiert 
YfmCDEF2 Eisencitrat, YfiYZ‒YfhA‒YusV2 Schizokinen, 
Arthrobactin und Coprogen[185] und der Transporter 
FhuBGC2 Ferrichrom unter Verwendung des 
Substratbindungsproteins FhuD,[198] sowie Ferrioxamin 
bei Verwendung von YxeB.[185] Das Substrat des 
Transporters YclNOP2Q war zu Beginn der vorliegenden 
Arbeit noch nicht bekannt. Zusätzlich existiert ein 
siderophorunabhängiges Eisenaufnahmesystem, 
bestehend aus der Membranpermease YwbL, dem 
Eisenbindungsprotein YwbM sowie der Peroxidase 
YwbN (Abb. 1-15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1-15: Eisentransportsysteme 
in Bacillus subtilis. 
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1.4 Aufgabenstellung 
Die genaue Funktion distinkter Substratbindungsproteine ist in zahlreichen Organismen noch 
unbekannt und die in den Datenbanken zugeordneten Substrate dieser Proteine stützen sich oftmals 
nur auf Homologien zu bekannten Proteinen anderer Organismen. Diese Zuordnung wird zusätzlich 
durch die meist sehr geringen Sequenzhomologien der SBP erschwert und in ihrer Aussagekraft 
eingeschränkt. Biochemisch und physiologisch bereits charakterisierte SBP stellen hingegen eine gute 
Ausgangsbasis für weitergehende Untersuchungen dar, da die molekularen Details der 
Siderophorbindung nur in wenigen Fällen aufgeklärt und verstanden sind. 
Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit bestand daher in der Identifizierung sowie der 
strukturellen und funktionellen Charakterisierung bakterieller Substratbindungsproteine. Zunächst 
sollte das SBP für Petrobactin in B. subtilis mit Hilfe synthetischer Petrobactinanaloga unter 
Verwendung eines affinitätschromatographischen Verfahrens isoliert und identifiziert werden. Die 
anschließende biochemische und physiologische Charakterisierung sollte die zugeordnete Rolle des 
Proteins bestätigen. Weiterhin sollte das SBP FeuA durch Kristallisation und 
röntgenkristallographische Methoden strukturell charakterisiert und der genaue Bindungsmodus 
verschiedener Substrate aufgeklärt werden. Dabei sollten insbesondere die stereochemischen 
Unterschiede der Substrate beachtet und mit spektroskopischen Methoden weiter untersucht 
werden. 
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2 Materialien 
2.1 Geräte 
Tabelle 2-1: In dieser Arbeit verwendete Geräte. 
Gerät Bezeichnung (Hersteller) 
Autoklav 5075 ELV (Tuttnauer) 
Autoclavi SPA FVA3/A1 (Fedegari) 
Analysenwaage MC 210 S (Sartorius) 
Bidestillationsanlage für Wasser Seralpur Pro90CN (Seral) 
Brutschrank 2736 (Köttermann) 
CD‐Spektropolarimeter J‐810 (Jasco) 
Clean‐Bench Antair BSK 
Dokumentationseinheit für 
DNA‐ Agarosegele 
CS1 Videokamera (Cybertech) 
Video Copy Processor Thermodrucker (Mitsubishi) 
Elektrophoresekammern Agarosegelkammer (Feinmechanische Werkstätten, 
Fachbereich Chemie, Philipps-Universität Marburg) 
MiniProtean 3 Gelkammer (Bio-Rad) 
Elektroporationspulser Gene Pulser II Electroporator (Bio-Rad) 
Emulsifier EmulsiFlex C5 (Avestin) 
FPLC-Systeme FPLC‐System 250: Gradienten‐Programmer GP‐
250, Pumpen P‐500, Uvicord Optische Einheit UV‐
1 ( = 280 nm), Uvicord Kontrolleinheit UV‐
1, Injektionsventil V‐7, 2‐Kanal Flachbrettschreiber REC‐
102, 3‐Wege‐Magnetventil PSV‐100, 
Fraktionskollektor FRAC-100 (Amersham Pharmacia); 
Äkta®prime (Amersham Pharmacia Biotech); 
Äkta®purifier-System: Box 900, Fraktionskollektor Frac900,  
Monitor pH/C-900, Monitor UV-900, Pumpe P-900 
(Amersham Pharmacia Biotech) 
Gefriertrocknungsanlage Alpha 2‐4 LSC (Christ) 
Gelschüttler UNIMAX 2010 (Heidolph) 
Heizschüttler  Thermomixer comfort (Eppendorf) 
HPLC‐System  Agilent series 1100 HPLC‐System: Vakuumentgaser, DAD‐
Detektor, Quaternäre Pumpe, 
Autosampler, Fraktionskollektor, HP‐Chemstation 
Software (Agilent) 
Kristallisationsroboter Cartesian Microsys™ SQ4000 (Genomic Solutions) 
Liquid handling-System Lissy (Zinsser Analytic) 
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LTQ‐FT‐ICR‐Massenspektrometer  (Thermo Fischer Scientific) 
Luftschüttler  Series 25 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific), 
Innova 4300 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific), 
Multitron II (Infors HT), Unitron (Infors HT) 
MALDI‐TOF-Massenspektrometer Biflex III (Bruker) 
Mikroskope B061 (Olympus), MZ8 (Leica), S6D (Leica) 
PCR-Thermocycler Mastercycler Personal (Eppendorf) 
pH‐Meter CG 840 (Schott), SevenEasy (Mettler Toledo) 
Photometer   Ultrospec® 3100 pro (Pharmacia Biotech) 
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) 
Pipetten Reference-Serie (Eppendorf) 
Q‐TOF‐Massenspektrometer API QStar Pulsar i (Applied Biosystems) 
Röntgendiffraktometer Drehanode AXS FR591 (Bruker) 
MAR245dtb Detektor (MAR Research) 
Oxford Cryosystems (Oxford) 
Strom- und Spannungsquellen E132 (Consort),  
Ultraschall-Sonotrode Sonoplus HD 200 (Bandelin) 
Ultrazentrifuge CENTRIKON T-2070, Rotor: TH641 (Kontron Ultracentrifuge) 
Vortexer Vortex Genie 2 (Scientific Industries) 
Waagen BP410 (Sartorius), SI-2002 (Denver Instrument) 
Zentrifugen Centrifuge 5415 D (Eppendorf) 
Centrifuge 5702 R (Eppendorf) 
RC‐5B Plus, Rotoren: SLA‐3000, SLC‐4000 (Sorvall) 
RC‐26 Plus, Rotor: SS‐34 (Sorvall) 
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2.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2-2: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien. 
Material Bezeichnung (Hersteller) 
Dialyseeinheiten Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes, MWCO 10000 Da (Thermo 
Scientific) 
Dialysemembranen Porengröße: 0.025 m, Durchmesser: 25 mm (Millipore) 
Dialyseschlauch Spectra/Por® 3 Regenerated Cellulose Dialysis Membranes 
(MWCO: 3500 Da) 
Einmalküvetten  Halb-Mikro-Küvette 10 × 4 mm, Lichtweg 10 mm (Sarstedt) 
Entsalzungssäulen illustra™ AutoSeq™ G-50 Dye Terminator (GE Healthcare) 
Elektroporationsküvetten 2 mm Elektroporationsküvette (Eurogentec) 
Kit für Gelextraktion QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
Kit für DNA-Reinigung QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 
Kit für Mini-Plasmidpräparation QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
Kristallisationsscreens NeXtal Classics Suite, Classics Lite Suite, Cryo Suite, Anions 
Suite, MbClass I+II Suite, PACT Suite, JCSG+ Suite, Classics II 
Suite, ComPAS Suite (Qiagen) 
Kristallisationszubehör 24 well EasyXtal Crystallizaton Tool (Qiagen) 
96 well Innovaplate™ SD-2 (Innovadyne) 
Cryoschleifen, -zangen, CrystalWand™, Micro-Tools™ und 
Zubehör (Hampton Research) 
Deckgläser, 22 mm (Hampton Research) 
SilverSeal-Klebefolien (Greiner Bio-One) 
VIEWseal™-Klebefolien (Greiner Bio-One) 
Konzentratoren Amicon® Ultra – 15 Centrifugal Filter Devices (Millipore) 
Pipettenspitzen Sarstedt 
Reaktionsgefäße Safe-Lock Tubes 1,5 und 2,0 mL (Eppendorf) 
Spritzenvorsatzfilter Filtropur S 0.2 m und 0.4 m (Sarstedt) 
Sterilfilter Ultrafree-MC 0.22 m (Millipore) 
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2.3 Chemikalien 
Tabelle 2-3: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien. 
Produkt Hersteller 
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30) Roth 
Agar Roth 
Agarose Invitrogen, Eurogentec 
Amberlite™ XAD-16 Sigma-Aldrich 
Ampicillin AppliChem 
Bacto®-Trypton und -Hefeextrakt AppliChem 
Borsäure Merck 
Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) 
Coomassie-Brilliant Blue G250 Serva 
Coomassie-Brilliant Blue R250 Serva 
2,5-DHB-Matrix Agilent Technologies 
Desoxyribonukleotide New England Biolabs 
DNA-Leiter 1 kb-, 100 bp-, 2-log-DNA-Leiter (New England Biolabs) 
EDTA (Na2EDTA·2 H2O) Merck 
Ethidiumbromid Roth 
D-(+)-Glucose Monohydrat Merck 
Glycerin Roth 
Guanidiniumchlorid Acros Organics 
HEPES Roth 
IPTG AppliChem 
Kanamycin AppliChem 
2-Mercaptoethanol Roth 
Natriumdodecylsulfat Serva 
Ni2+‒NTA Superflow® Qiagen 
Protein-Marker PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas) 
Protein Marker, Broad Range 2-212 kDa (New England 
Biolabs) 
Tris Roth 
Tween® 20 Roth 
 
Alle anderen, nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Aldrich, 
Fluka oder Roth in p.a.-Qualität bezogen. Alle zur Kristallisation verwendeten Chemikalien wurden in 
höchster kommerziell erhältlicher Reinheit bezogen. 
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2.4 Enzyme 
Tabelle 2-4: Für Klonierungsarbeiten verwendete Enzyme. 
Enzym Hersteller 
Antarktische Phosphatase (c = 5 U L−1) New England Biolabs 
Benzonase® Endonuklease (c = ≥ 250 U L−1) Merck 
BSA (c = 10 mg mL−1) New England Biolabs 
HindIII (c = 5 U L−1) New England Biolabs 
NcoI (c = 5 U L−1) New England Biolabs 
NdeI (c = 5 U L−1) New England Biolabs 
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (c = 2 U L−1) Finnzymes 
T4-DNA-Ligase (c = 400 U L−1) New England Biolabs 
Taq-Polymerase (c = 5 U L−1) New England Biolabs 
XhoI (c = 5 U L−1) New England Biolabs 
U: Units (Enzymeinheiten) nach Herstellerangaben. 
 
2.5 Oligonukleotidprimer 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen. 
 
Tabelle 2-5: Oligonukleotidprimer zur Klonierung, Erstellung einer Deletionsmutante und zur 
ortsgerichteten Mutagenese. 
Bezeichnung Sequenz (5'→3') Zielgen Restriktionsenzym 
bzw. Mutation 
FP_yclQ_NdeI_NHis6_Fwd AAACATATGGGAAACCAAAGCA
CAAGCAGC 
yclQ NdeI 
FP_yclQ_XhoI_NHis6_Rev TTTCTCGAGTTACTTTTCTAAA
CCGTCTTTCAC 
yclQ XhoI 
FP_yclQ_NcoI_CHis6_Fwd AAACCATGGGAAACCAAAGCAC
AAGCAGC 
yclQ NcoI 
FP_yclQ_XhoI_CHis6_Rev TTTCTCGAGCTTTTCTAAACCG
TCTTTCAC 
yclQ XhoI 
AA_dyclQ_kan_p1 CCTGGCGAGAGAATTCCTGAAA
ACATAT 
yclQ  
AA_dyclQ_kan_p2 CATACCTCGGTATAATCTTACC
TATCACCTGCTCCTCACCTCTT
CTATATATTAAGAAAAATAA 
yclQ  
AA_dyclQ_kan_p3 ATCCGCAACTGTCCATACTCTG
ATGTTTTATAAAACCAAAAAGA
GCCTCCGCTAAATAG 
yclQ  
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AA_dyclQ_kan_p4 GAAGCTTTCTCTTGGAGATCAT
TGTTTTATATTA 
yclQ  
FP_FeuA_K84A_Fwd GCCGAACCAACCGGAGAAGCAA
TGGAGCCAAATATTGAAA 
feuA K84A 
FP_FeuA_K84A_Rev TTTCAATATTTGGCTCCATTGC
TTCTCCGGTTGGTTCGGC 
feuA K84A 
FP_FeuA_K105A_Fwd GTTATCCTTGCTTCAACAGCGT
TTCCGGAAAAAACGCTGC 
feuA K105A 
FP_FeuA_K105A_Rev GCAGCGTTTTTTCCGGAAACGC
TGTTGAAGCAAGGATAAC 
feuA K105A 
FP_FeuA_K178A_Fwd TCATTGCAATTAGACAAGGCAA
CATTTACATTTACCCTGA 
feuA R178A 
FP_FeuA_K178A_Rev CTAATTGCAATGACTAAAGCTT
TTGAATCTTTCGCTTTAT 
feuA HindIII, R178A 
FP_FeuA_K180A_Fwd GAATTGCACAAGGCAACATTTA
CATTTACCCTGAACAGGT 
feuA R180A 
FP_FeuA_K180A_Rev CCTTGTGCAATTCTAATGACTA
AAGCTTTTGAATCTTTCG 
feuA HindIII, R180A 
FP_FeuA_K213A_Fwd AACGAAGTAAAGGCTGCAGCAG
CGCAAGAGCTGAGTTCAT 
feuA K213A 
FP_FeuA_K213A_Rev ATGAACTCAGCTCTTGCGCTGC
TGCAGCCTTTACTTCGTT 
feuA K213A 
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Überhänge für Resistenzkassetten sind kursiv und unterstrichen, 
Mutationsstellen sind fett und unterstrichen.  
 
2.6 Vektoren 
2.6.1 pET-28a(+) 
Standardmäßig wurde pET-28a(+) als Vektor zur 
Produktion rekombinanter Proteine eingesetzt. Ein 
N- oder C-terminaler His6-tag wird durch den Vektor 
nach Ligation des gewünschten Gens eingeführt, der 
eine Ni2+‒NTA-gestützte Proteinreinigung möglich 
macht. Die enthaltenen T7-Promotor- und 
T7-Terminatorsequenzen ermöglichen die 
Transkription des eingeführten Gens durch die 
T7-RNA-Polymerase. Diese wird durch die 
IPTG-gesteuerte Dissoziation des lac-Repressors von 
der lac-Operatorsequenz induziert (Abb. 2-1). 
 
 
 
Abbildung 2-1: Vektorkarte von  pET-28a(+). 
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2.6.2 pCB-28a(+) 
Weiterhin wurde der Vektor pCB-28a(+) eingesetzt, 
welcher ein pET-28a(+)-Derivat ist. Dieser trägt einen 
verkürzten Linker (fehlende Basenpaare: 317-373) 
zwischen dem N-terminalen His6-tag und der 
eingeführten Nukleotidsequenz, wodurch die 
Schnittstelle für die Protease Thrombin entfernt 
wurde. Die sonstigen Charakteristika entsprechen 
denen von pET-28a(+) (Abb. 2-2). 
Eine Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten 
Expressionsplasmide ist in Tab. 2-6 angegeben. 
 
 
Tabelle 2-6: In dieser Arbeit verwendete Expressionsplasmide. 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pOK01 pCB-28a(+), der feuA als C-terminales His6-Fusionskonstrukt 
enthält und dem die ersten 20 Codons des annotierten Gens 
fehlen 
[191,194] 
pFP007 Variation von pOK01 mit der Punktmutation K84A diese Arbeit, [199] 
pFP008 Variation von pOK01 mit der Punktmutation K105A diese Arbeit, [199] 
pFP009 Variation von pOK01 mit der Punktmutation R178A diese Arbeit, [199] 
pFP010 Variation von pOK01 mit der Punktmutation R180A diese Arbeit, [199] 
pFP011 Variation von pOK01 mit der Punktmutation K213A diese Arbeit, [199] 
pFP012 pET-28a(+), der fpiA (yclQ) als N-terminales 
His6-Fusionskonstrukt enthält und dem die ersten 20 Codons des 
annotierten Gens fehlen 
diese Arbeit, [200] 
pFP013 pCB-28a(+), der fpiA (yclQ) als C-terminales 
His6-Fusionskonstrukt enthält und dem die ersten 20 Codons des 
annotierten Gens fehlen 
diese Arbeit, [200] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2-2: Vektorkarte von pCB-28a(+). 
Materialien 
43 
2.7 Mikroorganismen 
2.7.1 Bacillus subtilis Marburg 168 
Der Stamm B. subtilis Marburg 168 wurde bereits 1997 sequenziert[187-188] und lieferte die 
Ausgangsbasis für Sequenzvergleiche. Aufgrund des infunktionellen sfp-Gens  (Genotyp: trpC2 sfp0), 
können keine NRPS-abhängigen Sekundärmetaboliten wie Bacillibactin oder Surfactin produziert 
werden. Die Tryptophan-Auxotrophie des Stamms kann als Selektionsmarker genutzt werden. 
 
2.7.2 Bacillus subtilis ATTC 21332 
Der Stamm B. subtilis ATCC 21332 diente als genetische Ausgangsbasis für die Klonierung aller hier 
beschriebenen Konstrukte und wurde für sämtliche in vivo-Arbeiten verwendet. Er ist prototroph für 
alle AS und besitzt ein funktionelles sfp-Gen, was die Assemblierung NRPS-abhängiger 
Sekundärmetaboliten erlaubt. 
Die in dieser Arbeit verwendeten B. subtilis-Stämme bzw. Mutanten sind in Tab. 2-7 
zusammengefasst.  
 
Tabelle 2-7: In dieser Arbeit verwendete Stämme von B. subtilis. 
Stamm Genotyp Referenz 
B. subtilis ATCC 21332 Wildtyp (sfp+) [201] 
B. subtilis BMM100 dhbC::erm [191] 
B. subtilis AA005 dhbC::ermfpiA::kan diese Arbeit, [200] 
 
2.7.3 Escherichia coli TOP10 
Genotyp: E. coli F− mcrA(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74 recA1 araD139 
(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG 
Elektrokompetente E. coli TOP10-Zellen (Invitrogen) wurden nach Ligationsexperimenten zur 
Plasmidpräparation eingesetzt. 
 
2.7.4 Escherichia coli BL21 (DE3) 
Genotyp: E. coli F− ompT hsdSB(rB
− mB
−) gal dcm (DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
Der E. coli BL21 (DE3)-Stamm (Invitrogen) wurde standardmäßig zur Genexpression verwendet. Er ist 
für Vektoren mit T7-Promotoren, wie die pET-Vektoren, geeignet, da er das chromosomale Gen für 
die T7-RNA-Polymerase enthält, welches unter Kontrolle des lacUV5-Promotors leicht mit IPTG 
induzierbar ist.[202] Dieser Stamm enthält keine Gene, die für Lon- oder OmpT-Proteasen codieren, 
welche den Abbau rekombinanter Proteine durchführen würden.[203] 
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2.8 Kulturmedien 
Die im Folgenden aufgelisteten Medien wurden zur Fermentation und Kultivierung der oben 
angegebenen Mikroorganismen verwendet. Bei Festmedien wurde Agar zu einer Endkonzentration 
von 15 g L−1 zugegeben. 
Alle Medien wurden vor ihrer Verwendung autoklaviert und nicht autoklavierbare Komponenten 
(wie beispielsweise Glucose) sterilfiltriert. 
 
2.8.1 LB-Medium 
Als Standard-Medium für die Klonierungsarbeiten und Expressionsexperimente wurde LB-Medium 
(lysogeny broth bzw. Luria-Bertani) verwendet. 
 
LB-Medium 
Komponente Menge 
Bacto®Trypton 10 g L−1 
Bacto®Yeast Extract 5 g L−1 
NaCl 10 g L−1 
NaOH-Lsg. (c = 2 mol L−1) 0.4 mL L−1 
 
2.8.2 Belitzky-Minimalmedium ohne Citrat 
B. subtilis-Stämme wurden unter Eisenmangelbedingungen in BOC-MM angezogen.[204] Dazu wurden 
zunächst die unten angegebenen Vorräte hergestellt, die anschließend im passenden Verhältnis mit 
bd. H2O verdünnt und autoklaviert wurden. Nach Abkühlen des Mediums wurden sterilfiltrierte 
Glucoselösung (1 mL 50% (w/v) Glucose/100 mL Medium) und sterilfiltrierte Natriumglutamatlösung 
(1 mL Na-Glu (c = 0.45 mol L−1)/100 mL Medium) zugesetzt. Alle Komponenten des Minimalmediums 
wurden in Polyethylen-Gefäßen angesetzt und auch in solchen gelagert. 
 
20× BOC-Base, pH 7.5  25× BOC-Zusätze 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
(NH4)2SO4 0.3 mol L
−1  KH2PO4 15 mmol L
−1 
MgSO4∙7H2O 0.16 mol L
−1  CaCl2∙2H2O 50 mmol L
−1 
KCl 0.54 mol L−1  MnSO4∙4H2O 0.25 mmol L
−1 
Tris-HCl 1.0 mol L−1    
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2.8.3 Difco-Sporulationsmedium 
Difco-Sporulationsmedium (DSM) wurde ausschließlich als Festmedium eingesetzt und diente zur 
Sporulation von B. subtilis-Stämmen.[205] 
 
DSM 
Komponente Menge 
Nutrient Broth 8 g L−1 
MgSO4∙7H2O 0.12 g L
−1 
KCl 1 g L−1 
NaOH-Lsg. (c = 1 mol L−1) 0.6 mL L−1 
 
2.8.4 high salt- und low salt-Medium 
B. subtilis-Stämme wurden in high salt (HS)/low salt (LS)-Medium[206-207] zur Entwicklung ihrer 
natürlichen Kompetenz und der anschließenden Transformation kultiviert. 
 
10× S-Base 
Komponente Menge 
(NH4)2SO4 20 g L
−1 
K2HPO4∙3H2O 140 g L
−1 
KH2PO4 60 g L
−1 
Na3-Citrat∙3H2O 10 g L
−1. 
MgSO4-Lsg. (c = 1 mol L
−1) 1 mL L−1 
 
Der Bestandteil 10× S-Base wurde autoklaviert. 
 
HS-Medium 
Komponente Volumen 
10× S-Base 10 mL/100 mL 
50% (w/v) Glucose 1 mL/100 mL 
10% (w/v) Hefeextrakt 1 mL/100 mL 
2% (w/v) Caseinhydrolysat 1 mL/100 mL 
8% (w/v) Arginin/0.4% (w/v) Histidin 10 mL/100 mL 
0.5% (w/v) Tryptophan 1 mL/100 mL 
 
HS-Medium wurde sterilfiltriert. 
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LS-Medium 
Komponente Volumen 
10× S-Base 2 mL 
50% (w/v) Glucose 200 L 
10% (w/v) Hefeextrakt 200 L 
Spermin-Lsg. (c = 50 mmol L−1) 200 L 
2% (w/v) Caseinhydrolysat 100 L 
MgCl2-Lsg. (c = 1 mol L
−1) 2 mL/20 mL 
bd. H2O 17.25 mL 
 
LS-Medium wurde immer frisch angesetzt und sterilfiltriert. 
 
2.9 Puffer und Stammlösungen 
Puffer für die Molekularbiologie 
1× NEB-Puffer 1  1× NEB-Puffer 2 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Bis-Tris-Propan-HCl, pH 7.0 10 mmol L−1  NaCl 50 mmol L−1 
MgCl2 10 mmol L
−1  Tris-HCl, pH 7.9 10 mmol L−1 
DTT 1 mmol L−1  MgCl2 10 mmol L
−1 
   DTT 1 mmol L−1 
     
1× NEB-Puffer 3  1× NEB-Puffer 4 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
NaCl 100 mmol L−1  KOAc 50 mmol L−1 
Tris-HCl, pH 7.9 50 mmol L−1  Tris-Acetat, pH 7.9 20 mmol L−1 
MgCl2 10 mmol L
−1  Mg(OAc)2 10 mmol L
−1 
DTT 1 mmol L−1  DTT 1 mmol L−1 
  
 
  
1× T4 DNA Ligase-Reaktionspuffer  100× BSA 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Tris-HCl, pH 7.5 50 mmol L−1  BSA 10 mg L−1 
MgCl2 10 mmol L
−1  K2HPO4/KH2PO4, pH 7.0 20 mmol L
−1 
ATP 1 mmol L−1  NaCl 50 mmol L−1 
DTT 10 mmol L−1  EDTA 0.1 mmol L−1 
  
 Glycerin 5% (v/v) 
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Puffer für Präparation von Plasmid-DNA und DNA-Reinigung 
P1 (Resuspendierungspuffer)  P2 (Lysepuffer) 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Tris-HCl, pH 8.0 50 mmol L−1  NaOH 0.2 mol L−1 
EDTA 10 mmol L−1  SDS 1% (w/v) 
RNase A 100 g mL−1 
mmol L−1 
   
    
P3 (Neutralisierungspuffer)  EB-Puffer (Elutionspuffer) 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
KOAc, pH 5.5 3.0 mol L−1  Tris-HCl, pH 8.5 10 mmol L−1 
 
Für die Puffer PBI, QG, PE und N3 (alle Qiagen) sind keine Herstellerangaben verfügbar. 
 
Puffer und Lösungen für die Agarosegelelektrophorese 
10× TBE  6× DNA-Probenpuffer 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Tris 1 mol L−1  Xylenxyanol FF 0.25% (w/v) 
Borsäure 1 mol L−1  Ficoll Typ 400 15% (w/v) 
EDTA 20 mmol L−1 
 
Puffer für die SDS-PAGE 
Trenngelpuffer  Sammelgelpuffer 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Tris-HCl, pH 8.8 1.5 mol L−1  Tris-HCl, pH 6.8 0.5 mol L−1 
   
 
10× SDS-PAGE-Laufpuffer  Probenpuffer 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Tris 0.25 mol L−1  Tris/HCl, pH 6.8 62.5 mmol L−1 
Glycin 2 mol L−1  Glycerin 15% (v/v) 
SDS 1% (w/v)  SDS 4% (w/v) 
   Bromphenolblau 5 mg L−1 
 
 2-Mercaptoethanol 4% (v/v) 
  
 
 
Färbelösung  Entfärbelösung 
Komponente Konzentration  Komponente Konzentration 
Coomassie Brilliant Blue G250 0.25% (w/v)  Essigsäure 5% (v/v) 
Essigsäure 5% (v/v)  2-Propanol 28% (v/v) 
Ethanol 50% (v/v)  
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Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele (Volumina für 12 Gele) 
Komponente Sammelgel 5% Trenngel 12% 
Bisacrylamid-/Acrylamidlösung 5.8 mL 32.0 mL 
dest. H2O 20.0 mL 18.8 mL 
SDS (c = 10% (w/v)) 350 L 800 L 
Sammelgelpuffer 8.8 mL ‒ 
Trenngelpuffer ‒ 20.0 mL 
TEMED 35 L 40 L 
APS (c = 10% (w/v)) 175 L 400 L 
 
Stammlösungen 
Stammlösungen 
Ampicillin (in bd. H2O) 100 mg mL
−1  Kanamycin (in bd. H2O) 35 mg mL
−1 
Chloramphenicol (in EtOH) 30 mg mL−1  Erythromycin (in EtOH) 1 mg mL−1 
Lincomycin (in 50% (v/v) EtOH) 10 mg mL−1  IPTG (in bd. H2O) 1 mol L
−1 
 
Siderophore 
Siderophor-Stammlösungen 
Bacillibactin (in DMSO) 50 mmol L−1  Biotinyl-Petrobactin 50 mmol L−1 
Enterobactin (in DMSO) 50 mmol L−1  mecam 50 mmol L−1 
Petrobactin 50 mmol L−1  Vibriobactin 50 mmol L−1 
 
Eisenfreie Siderophor-Stammlösungen wurden mit Konzentrationen von 50 mmol L−1 angesetzt, die 
Beladung mit Eisen(III)-Ionen erfolgte mit gleichen Volumina einer FeCl3-Lösung mit einer 
Konzentration von 50 mmol L−1. Die so erhaltenen Stammlösungen der eisenbeladenen Siderophore 
wurden anschließend je nach Anwendung weiter verdünnt. 
 
Enterobactin wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christopher T. Walsh, Harvard Medical 
School, Boston (MA), U.S.A. erhalten,[71] Vibriobactin wurde von EMC Microcollections (Tübingen) 
bezogen, Petrobactin und Biotinyl-Petrobactin wurden von Nikolas Bugdahn synthetisiert,[200] mecam 
wurde von Clemens Schwörer, Detlef Eppers und Markus Oberthür nach beschriebenen Protokollen 
synthetisiert.[325-326] 
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3 Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Polymerasekettenreaktion und ortsgerichtete Mutagenese 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR, engl.: polymerase chain reaction) ermöglicht die exponentielle 
in vitro-Vervielfältigung beliebiger DNA-Sequenzen. Dabei werden die thermischen Eigenschaften der 
DNA unter Anwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase ausgenutzt, welche sich in sich 
wiederholenden Zyklen an DNA-Oligonukleotide anlagert und den gewünschten DNA-Abschnitt 
exponentiell vervielfältigt.[208-211]  
Ortsgerichtete Mutagenese (engl: site-directed mutagenesis) wird zur Einführung von spezifischen 
Mutationen auf einem bereits vorhandenen Konstrukt durchgeführt. Die gewünschte Mutation wird 
durch die Primer eingeführt und mit entsprechend langen Reaktionszeiten wird das ganze Plasmid 
amplifiziert. Zur Entfernung der parentalen DNA, welche als Vorlage diente und die gewünschte 
Mutation nicht enthält, macht man sich die Methylierung von Plasmid-DNA zu Nutze. Plasmid-DNA 
die aus Zellen isoliert wurde, welche methylierungsaktiv sind, kann unter Verwendung der 
Restriktionsendonuklease DpnI verdaut werden. Diese hydrolisiert spezifisch nur methylierte DNA, 
was auf die Amplifikate aus der PCR nicht zutrifft. 
Zwei komplementäre Oligonukleotidprimer von etwa 40 Nukleotiden Länge, welche die gewünschte 
Mutation in ihrer Mitte oder am Ende enthielten, wurden eingesetzt um das Plasmid zu 
amplifizieren. Das Amplifikat wurde durch Gelextraktion mit dem QIAquick Gel Extraction Kit gemäß 
den Herstellerangaben gereinigt, mit 2× 0.5 L DpnI für 2× 2 h verdaut und anschließend 2 h 
dialysiert. Das Dialysat wurde dann zur Elektrotransformation von E. coli TOP10-Zellen verwendet. 
Alle weiteren Schritte sind in Kapitel 3.1.4 beschrieben. 
 
3.1.2 Präparation von genomischer DNA 
Genomische DNA wurde aus Bacillus subtilis ATCC 21332 mit der folgenden Methode präpariert: 
Zunächst wurden 5 mL LB-Medium mit dem Bakterium inokuliert und die Kültur ÜN bei 30 °C und 
250 rpm inkubiert. Die Zellen wurden durch 3 min Zentrifugation (13000 rpm, RT) pelletiert, in 1 mL 
bd. H2O resuspendiert und erneut pelletiert. Das Pellet wurde in 500 L Lysepuffer resuspendiert und 
das Reaktionsgefäß bis zu einer Füllhöhe von 1.25 mL mit säuregewaschenen Glasperlen aufgefüllt. 
Anschließend wurde das Reaktionsgefäß 2 min vortexiert. Der Boden des Reaktionsgefäßes wurde 
mit einer heißen Kanüle durchstochen und die wässrige Phase durch 3 s Zentrifugation in ein zweites 
Reaktionsgefäß überführt. Die wässrige Phase wurde dann mit 275 L NH4OAc-Lösung (7 mol L
−1, pH 
7.0) versetzt, zunächst 5 min bei 65 °C und dann 5 min auf Eis inkubiert. Die Lösung wurde nach 
Zugabe von 500 L Chloroform vortexiert und 2 min zentrifugiert (13000 rpm, RT). Der Überstand 
wurde mit 1 mL 2-PrOH versetzt, 5 min bei RT inkubiert und das erhaltene Pellet mit 80% (v/v) EtOH 
gewaschen. Nach 2 min Zentrifugation (13000 rpm, RT) wurde das Pellet getrocknet, in 50 L bd. H2O 
aufgenommen und bei −20 °C gelagert. 
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3.1.3 Präparation von Plasmid-DNA 
Plasmid-DNA wurde entweder nach einer modifizierten Methode von Birnboim und Doly[212-213] oder 
unter zusätzlicher Ausnutzung der DNA-Bindung an Silicamatrizen mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen) präpariert.[214-215] 
Dazu wurden zunächst 4 mL LB-Medium mit einer Escherichia coli-Einzelkolonie inokuliert und 
anschließend ÜN bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Daraufhin erfolgte die Pelletierung der ÜNK 
(13000 rpm, 3 min, RT) und die Resuspendierung des Pellets in 250 L Puffer P1. Dann wurden 
250 L Puffer P2 zugegeben, die Reaktionsmischung durch Invertieren des Reaktionsgefäßes 
vorsichtig gemischt und 5 min inkubiert, woraufhin 350 L Puffer P3 zugegeben, die 
Reaktionsmischung 10 min auf Eis inkubiert und schließlich 30 min zentrifugiert wurde (13000 rpm, 
30 min, 4 °C). Anschließend erfolgte die Behandlung des Überstandes mit 600 L 2-PrOH, 1 h 
Zentrifugation (13000 rpm, RT), Verwerfen des Überstandes und Waschen des Pellets mit 500 L 
80% (v/v) EtOH. Nach 5 min Zentrifugation (13000 rpm, RT) wurde der Überstand verworfen, die 
Pellets ca. 6 min bei 37 °C getrocknet und anschließend in 30 L Puffer EB aufgenommen. 
Die Plasmidpräparation mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) erfolgte nach den 
Herstellerangaben. 
 
3.1.4 Konstruktion der Expressionsplasmide 
Die zur Konstruktion verwendeten Techniken waren größtenteils standardisiert und sind 
beschrieben.[216] Die gewünschten Gene bzw. die entsprechenden Plasmide wurden mittels PCR 
unter Verwendung der Phusion™ HF DNA-Polymerase (Finnzymes) mit geringen Modifikationen der 
Herstellerangaben amplifiziert und die PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit oder dem 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gereinigt. Die gereinigten Amplifikate der Gene wurden mit 
Restriktionsendonukleasen gemäß den Herstellerangaben verdaut und mit den linearisierten 
Vektoren unter Verwendung von T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) ligiert. Die amplifizierten 
Plasmide wurden nach Reinigung mit der Restriktionsendonuklease DpnI verdaut und nach Reinigung 
und Dialyse der Transformation zugeführt. Reinigung der Verdauprodukte erfolgte mit dem QIAquick 
Gel Extraction Kit (Qiagen) gemäß den Herstellerangaben. Elektrokompetente E. coli TOP10-Zellen 
wurden mit den Ligationsprodukten bzw. verdauten Plasmiden transformiert, die Transformanten 
auf Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten selektiert und die Plasmide wie oben beschrieben präpariert. 
Verifizierung der erfolgreichen Klonierung erfolgte durch die Kartierung der Plasmide mit 
Restriktionsendonukleasen und DNA-Sequenzierung (GATC Biotech). Elektrokompetente 
E. coli BL21 (DE3)-Zellen wurden anschließend mit den erhaltenen und verifizierten Plasmiden 
transformiert (siehe Tab. 2.6). 
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3.1.4.1 Konstruktion von fpiA‒pET-28a(+) 
Das Gen fpiA wurde aus genomischer DNA des Stamms B. subtilis ATCC 21332 unter Verwendung der 
in Tab. 2-5 angegebenen Oligonukleotidprimer amplifiziert und die nach Ligation entstandenen 
N- bzw. C-terminalen His6-Fusions-Konstrukte durch Restriktionsverdau und DNA-Sequenzierung 
überprüft. 
 
3.1.4.2 Konstruktion der feuA‒pCB-28a(+)-Varianten 
Das feuA-Gen aus dem Expressionsplasmid pOK01, welches von Oliver Klotz hergestellt wurde, wurde 
als Basis für die Konstruktion der Varianten K84A, K105A, R178A, R180A bzw. K213A genutzt. Dazu 
wurden die in Tab. 2-5 angegebenen Oligonukleotidprimer verwendet und die erhaltenen 
PCR-Produkte mit der Restriktionsendonuklease DpnI verdaut. Bei den Konstrukten feuA-R178A und 
feuA-R180A wurde zunächst ein Restriktionsverdau zur Überprüfung der neu eingebauten 
Schnittstelle für HindIII durchgeführt, die Verifizierung der Punkmutationen erfolgte anschließend 
durch DNA-Sequenzierung. 
 
3.1.5 Herstellung von Deletionsmutanten 
Alle in dieser Arbeit verwendeten B. subtilis-Stämme sind in Tab. 2-7 aufgelistet. Einzelkolonien der 
B. subtilis-Stämme wurden auf LB- oder DSM-Agarmedium angezogen, die Selektion von positiven 
Doppelmutanten erfolgte mit den Antibiotika Kanamycin (10 g mL−1), Erythromycin (1 g mL−1) und 
Lincomycin (25 g mL−1) mit den angegebenen Konzentrationen. Für DNA-Manipulationen und 
Transformation von kompetenten Zellen wurde auf zuvor beschriebene Standardmethoden 
zurückgegriffen.[207,216-217] 
Der Stamm B. subtilis BMM100 (dhbC::erm),[191] welcher aufgrund seines dhbC-Phänotyps nicht in 
der Lage ist Bacillibactin oder seinen Vorläufer 2,3-DHB zu produzieren, wurde als Startpunkt 
verwendet, um Beeinflussung der späteren Wachstumsexperimente mit der Produktion und 
Wachstumsstimulation des endogenen Siderophors oder 2,3-DHB zu verhindern. Markerkassetten 
mit langen flankierenden Homologieregionen wurden durch PCR unter Verwendung von Phusion® 
DNA-Polymerase und den in Tab. 2-5 angegebenen Oligonnukleotidprimern hergestellt 
(PCR-Synthese-Methode).[218] Das Gen fpiA (ylcQ) wurde durch eine Kanamycin-Resistenzkassette 
ersetzt, was die Mutantenselektion auf Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten erlaubte. 
Dabei wurden die 1000 bp-DNA-Abschnitte stromauf- und stromabwärts des Ziellokus amplifiziert, 
wodurch ein überlappender Abschnitt einer B. subtilis-kompatiblen Kanamycin-Resistenzkassette 
eingeführt wurde. B. subtilis wurde anschließend unter Verwendung von HS-/LS-Medium mit dem 
entstandenen Fusionskonstrukt transformiert.[206-207] Dazu wurde eine ÜNK von B. subtilis in 
HS-Medium angezogen und zur Inokulation von LS-Medium zu einer OD600 von 0.05 genutzt. Nach 
Wachstum der Kultur bis zu einer OD600 von 0.5 wurde sie zu 1 mL aliquotiert und zu jedem Aliquot 
10-50 g DNA zugegeben. Die Kultur wurde für 1 h weiter inkubiert und dann auf Antibiotika-haltigen 
LB-Agar-Platten ausgestrichen. Die korrekte Deletion von fpiA wurde durch PCR geprüft und 
bestätigt. 
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Die Erstellung der Deletionsmutante wurde von Alexander Albrecht (Arbeitsgruppe (AG) 
Prof. Dr. Marahiel, Fachbereich (FB) Chemie, Philipps-Universität Marburg) durchgeführt. 
 
3.1.6 Wachstumsexperimente 
Einzelkolonien der B. subtilis-Stämme wurden auf LB- oder DSM-Agarmedium angezogen, die 
Selektion von positiven Doppelmutanten erfolgte mit den Antibiotika Kanamycin, Erythromycin und 
Lincomycin. Für Flüssigkulturexperimente wurden die Stämme in BOC-MM unter Verwendung von 
Glucose als Kohlenstoffquelle angezogen.[204] Die Wachstumsbedingungen wurden durch die Zugabe 
von FeCl3 oder verschiedenen Konzentrationen von apo-Siderophoren weiterhin variiert. 
Die Einzelmutante B. subtilis BMM100 (dhbC::erm) und die Doppelmutante B. subtilis AA005 
(dhbC::erm fpiA::kan) wurden ÜN in BOC-MM mit 0.5% (w/v) Glucose und 4.5 mmol L−1 
Natriumglutamat sowie mit den entsprechenden Antibiotika supplementiert, unter Eisenmangel 
angezogen. 2 mL BOC-MM wurden mit den ÜNK zu einer Start-OD600 von 0.001 inokuliert und in 
sterilen PE-Röhrchen mit 280 rpm bei 37 °C inkubiert. Nach 18 h Inkubation wurde die finale OD600 
gemessen. Die Kulturen wurden mit apo-BB, apo-PB oder FeCl3 zu finalen Konzentrationen von 0 
oder 10 mol L−1 supplementiert. Die Supplementationen wurden für jeden Stamm in drei parallelen 
Kulturen durchgeführt. Die Mittelwerte der finalen OD600 die aus diesen parallelen Experimenten 
erhalten wurden, wurden zusammen mit den entsprechenden Standardabweichungen aufgetragen. 
Die Wachstumsexperimente wurden teilweise zusammen mit Alexander Albrecht und Dr. Marcus 
Miethke durchgeführt (beide AG Prof. Marahiel, FB Chemie, Philipps-Universität Marburg). 
 
3.2 Proteinchemische Methoden 
3.2.1 Genexpression 
Zur Expression der auf den Konstrukten codierten Gene dienten E. coli BL21 (DE3)-Zellen. Es wurden 
2 L- bzw. 5 L-Kulturkolben mit Schikanen mit 500 mL bzw. 1000 mL LB-Medium beschickt und mit 
einer ÜNK im Verhältnis 1:50 inokuliert. Das LB-Medium enthielt Kanamycin in einer 
Endkonzentration von 35 g mL−1 Die anschließende Inkubation erfolgte bei 37 °C und 250 bzw. 
160 rpm, bis eine OD600 von 0.6 erreicht war. Dann wurde die Expression des Zielgens durch Zugabe 
von Isopropyl--D-thiogalactopyranosid (IPTG, AppliChem) zu einer Endkonzentration von 
0.1-1.0 mmol L−1 induziert und die Kultur für weitere 4 h bei den angegebenen Bedingungen 
inkubiert. Um für die Kristallisation nutzbare Proteinmengen zu produzieren wurden in der Regel 
Kulturen von 3 L verwendet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (8300∙g, 20 min, 4 °C) geerntet, 
im für die Ni2+‒NTA-Affinitätschromatographie verwendeten Puffer resuspendiert, in N2(l) 
schockgefroren und bei −80 °C gelagert. 
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3.2.2 Zellaufschluss 
Zellaufschluss in präparativem Maßstab wurde mit Hilfe eines Fluidizers (EmulsiFlex-C5, Avestin) 
durchgeführt. Das Prinzip dieser Zellaufschlussmethode beruht auf großen Druckunterschieden, die 
das Gerät erzeugt. Zunächst lastet ein sehr hoher Druck auf der Zellsuspension, welcher beim 
Durchtritt durch ein kleines Ventil sehr schnell abfällt, wobei die auftretenden Scherkräfte die Zellen 
aufreißen. 
Die Zellen wurden aufgetaut und zwei Durchläufen unter Eiskühlung bei einem Druck von 
50000-100000 kPa aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden durch zweimalige Zentrifugation 
(38700-47800∙g, 4 °C, 20-30 min) entfernt und das Zelllysat sterilfiltriert (Filtropur S 0.2, Sarstedt) 
 
3.2.3 Chromatographische Verfahren 
3.2.3.1 Ni2+‒NTA-Metallionenaffinitätschromatographie 
Die Ni2+‒NTA-Chromatographie gehört zur Methodengruppe der IMAC (engl.: immobilized metal ion 
affinity chromatography). Bei der Einführung der Methode wurde Iminodiessigsäure als 
metallchelatisierende Gruppe verwendet,[219] mittlerweile verwendet man Nitrilotriessigsäure (NTA, 
engl.: nitrilotriacetic acid),[220] welche kovalent an eine entsprechende Matrix (beispielsweise 
Agarose) gebunden ist. NTA bildet mit Ni2+ chemisch stabile vierzähnige Chelatkomplexe. Um die 
begünstigte oktaedrische Koordination mit Edelgaskonfiguration zu erreichen, werden die zwei 
fehlenden Koordinationsstellen des Ni2+ von AS-Seitenketten besetzt. Die Hexahistidinsequenzen 
rekombinanter Proteine besitzen für die Besetzung der Koordinationssphäre des Ni2+ eine besonders 
hohe Affinität und können daher zur chromatographischen Reinigung verwendet werden. Die Elution 
des gebundenen Proteins erfolgt in der Regel durch kompetitive Verdrängung mit Imidazol.  
Der Auftrag des Zelllysats auf die mit Ni2+‒NTA Superflow-Material (Qiagen) beladene Säule erfolgte 
mit einer Flussrate von 0.5 mL min−1, dann wurde die Säule mit dem Auftragspuffer A mit einer 
Flussrate von 1.0 mL min−1 gewaschen, bis das A280-Signal stabil blieb. Die Elution erfolgte dann mit 
Imidazol-haltigem Puffer B und einem linearen Gradienten von 0-100% innerhalb von 30 min mit 
einer Flussrate von 1.5 mL min−1 (FeuA) bzw. 0-50% in 60 min und 50-100% in 15 min mit einer 
Flussrate von 1.0 mL min−1 (FpiA). Die Protein-haltigen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE 
untersucht, die Fraktionen, die das gewünschte Protein enthielten vereinigt und mittels 
Ultrafiltration auf ein Volumen von etwa 1 mL konzentriert. Die verwendeten Puffer waren 
50 mmol L−1 HEPES pH 8.0, 150 mmol L−1 NaCl (FpiA) und 50 mmol L−1 HEPES pH 7.0, 100 mmol L−1 
NaCl (FeuA). Die Imidazolkonzentration in Puffer B betrug jeweils 200 mmol L−1. 
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3.2.3.2 Gelfiltrationschromatographie 
Die Gelfiltration (auch Größenausschlusschromatographie oder SEC für engl.: size exclusion 
chromatography) beruht auf den unterschiedlich großen, den Proteinen zur Verfügung stehenden 
Volumina beim Durchlauf durch Poren einer Gelmatrix definierter Größe. Je nach Größe und Form 
des Proteins sind sie in der Lage in Poren bestimmter Größe zu diffundieren und dort zu verweilen. 
Proteine, die zu groß sind um in Poren einzudringen werden direkt, ohne Verzögerung durch 
Interaktion mit der Gelmatrix, eluiert. 
Verwendet wurden die Säule HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare). Die unter 
20% (v/v) Ethanol gelagerte Säule wurden zunächst mit drei Säulenvolumina bd. H2O gewaschen, mit 
drei Säulenvolumina Elutionspuffer äquilibriert und anschließend wurden 0.5-1.5 mL Proteinlösung 
aufgetragen. Die Flussrate betrug bei allen Schritten 2.5 mL min−1, die verwendeten Puffer waren 
20 mmol L−1 Tris-HCl pH 8.0, 100 mmol L−1 NaCl (FpiA) und 20 mmol L−1 HEPES pH 7.0, 150 mmol L−1 
NaCl (FeuA). 
 
3.2.4 Ultrafiltration 
Die Konzentrierung von Proteinlösungen wurde durch Ultrafiltration unter Verwendung von Amicon® 
Ultra-Konzentratoren (Millipore) mit einem Fassungsvermögen von 15 mL durchgeführt. Die 
Ausschlussgröße MWCO betrug 10 kDa. Konzentriert wurde in einer Kühlzentrifuge bei 4 °C und 
maximal 3000∙g. Die Zentrifugation wurde etwa alle 10 min unterbrochen und die Probe durch Auf- 
und Abpipettieren durchmischt, um einer Ausfällung des Proteins durch zu hohe lokale 
Konzentrationen an der Konzentratormembran vorzubeugen. 
 
3.3 Analytische Methoden 
3.3.1 Agarosegelelektrophorese 
Die horizontale Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung verschiedener DNA-Fragmente 
nach ihrer Größe, sowohl in analytischem wie auch in präparativem Maßstab. Die Agarose bildet lose 
Maschen, durch die die DNA-Fragmente im elektrischen Feld wandern, wobei kleinere 
DNA-Fragmente die Agarosemaschen schneller durchlaufen können als größere Fragmente. Die 
Agarosekonzentration bestimmt die Größe der Maschen, d.h. über sie kann die Trennleistung des 
Gels festgelegt werden. 
In eine Horizontalgelelektrophoresekammer wurde ein 1%-iges, mit geringen Mengen 
Ethidiumbromid versetztes, Agarosegel gegossen und nach Aushärtung mit TBE-Puffer überschichtet. 
Die DNA-Proben wurden mit 6× DNA-Probenpuffer im Verhältnis ≤ 5:1 vermischt und in die 
Geltaschen gegeben. Für analytische Gele wurden bis zu 20 L und für präparative Gele bis zu 70 L 
Probe verwendet. Die Elektrophorese selbst erfolgte bei einer Spannung von 100 V. Das Gel wurde 
anschließend unter einem UV-Schirm betrachtet und photographiert. Um Größe und Konzentration 
der DNA-Fragmente bestimmen zu können, wurde auf eine Gelspur die 1 kb-, 100 bp oder 
2-log-DNA-Leiter (New England Biolabs) als Referenz aufgetragen. 
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3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, nach Laemmli[221]) wurde zur qualitativen und 
quantitativen Bestimmung der Proteinmenge und -reinheit nach Expressionen und Schritten der 
Proteinreinigung eingesetzt. Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C 
denaturiert und anschließend vor dem Auftragen auf das Gel 5 min auf Eis inkubiert. In der Regel 
wurden Gele mit einem 4%- und 12%-igen Polyacrylamidanteil in Sammel- bzw. Trenngel verwendet. 
 
3.3.3 Peptidmassen-Fingerabdruck 
Zur Identifizierung heterolog produzierter Proteine wurde die Bande des entsprechenden Proteins 
aus einem SDS-PAGE-Gel ausgeschnitten und ein Verdau mit Trypsin durchgeführt. Die Protease 
Trypsin schneidet C-terminal jeweils nach Lysin und Arginin, sofern diesem nicht Prolin folgt. Die 
Gelbande wurde mit 200 L Waschlösung (200 mmol L−1 NH4HCO3, 50% (v/v) MeCN) versetzt und 
30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde der Waschpuffer mittels Vakuumzentrifuge entfernt 
(30 min, 37 °C). Die Gelbande wurde dann mit 20 L Trypsin-Lösung (0.02 mg mL−1 Trypsin, 10% (w/v) 
NH4HCO3, 10% (v/v) MeCN, pH 8.1) versetzt und 45 min bei 37 °C inkubiert, woraufhin die 
überschüssige Trypsin-Lösung entfernt wurde und der Ansatz für weitere 16 h inkubiert wurde. Nach 
Zugabe von 25 L Diffusionslösung (1% (v/v) TFA, 10% (v/v) MeCN, pH 8.1) konnten die erhaltenen 
Peptidfragmente durch 45 min Ultraschallbehandlung (RT) aus der Gelbande gelöst werden. Die nach 
dem tryptischen Verdau erhaltenen Fragmente, wurden durch Nano-HPLC-ESI-Massenspektrometrie 
getrennt und detektiert. Die erhaltenen Fragmente wurden durch die MASCOT-Software mit der 
MSDB-Datenbank verglichen und so eine qualitative Proteinbestimmung durchgeführt.[222] Alle 
Schritte ab dem Trypsin-Verdau wurden von Dr. Uwe Linne und Natalia Fritzler (Abteilung 
Massenspektrometrie, FB Chemie, Philipps-Universität Marburg) durchgeführt. 
 
3.3.4 ESI-Massenspektrometrie 
Massenspektrometrische Untersuchungen der Eisenkomplexe von PB und Biotinyl-PB wurden von 
Dr. Uwe Linne (Abteilung Massenspektrometrie, FB Chemie, Philipps-Universität Marburg) 
durchgeführt. Die verwendete Methode war ESI FT-ICR MS (engl.: Electro Spray Ionization Fourier 
Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry).[223-224] Dabei wird zunächst die Probe durch 
die ESI-Methode ionisiert und anschließend mit einem Ionenfallenmassenspektrometer detektiert. 
 
3.3.5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
Die Matrix-gestützte LASER Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (engl.: matrix 
assisted LASER desorption/ionization mass spectrometry; time of flight) wurde zur Analyse einzelner 
HPLC-Fraktionen der Bacillibactin-Reinigung eingesetzt. Auf dem Probenträger wurden je 1 L Probe 
und Matrix (2,5-DHB) gemischt und cokristallisiert. Die Analyse der Cokristalle erfolgte mit einem 
Biflex III-System (Bruker). Die Methode ist besonders schonend, da die vom LASER emittierte Energie 
zunächst auf die Matrixmoleküle übertragen wird, welche dann in der Folge die Probenmoleküle 
ionisieren. 
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3.4 Spektroskopische Methoden 
3.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 
3.4.1.1 Colorimetrische Konzentrationsbestimmung nach Bradford 
Die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford[225] geht von der Interaktion des Farbstoffes 
Coomassie Brilliant Blue G250 mit kationischen AS-Resten eines Proteins aus. Nach der Reaktion des 
Farbstoffes verschiebt sich dessen Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm, einhergehend mit 
einer großen Verstärkung der Extinktion. Die Kalibration erfolgte mit BSA-Lösung im 
Konzentrationsbereich von 0-20 mg mL−1. Die Bradford-Lösung (Bio-Rad) wurde im Verhältnis 1:5 mit 
Wasser versetzt, filtriert und lichtgeschützt bei RT in einem Glasgefäß aufbewahrt. Zur Messung 
wurde 1 mL der verdünnten Bradford-Lösung mit 1-10 L Proteinlösung versetzt, 5 min inkubiert und 
schließlich die Absorption bei 595 nm gegen die einer Referenzprobe gemessen. Alle Messungen 
erfolgten als Dreifachbestimmungen. 
 
3.4.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung 
Die zur Proteinkonzentrationsbestimmung genutzte, bei 280 nm zu beobachtende Absorption eines 
Proteins, ist hauptsächlich durch die der aromatischen AS Tyrosin und Tryptophan, nicht jedoch 
Phenylalanin, bedingt. Hochgeordnete Strukturen innerhalb des Proteins können die molaren 
Absorptionskoeffizienten von Tyr und Trp beeinflussen, daher ist die photometrische 
Konzentrationsbestimmung sehr störanfällig. Eine grobe Bestimmung der Proteinkonzentration kann 
mit Gl. (3-1) erreicht werden:[226] 
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c: Stoffmengenkonzentration in mg mL
−1
. Ax: Absorption bei x nm. E: Extinktion. : molarer dekadischer 
Extinktionskoeffizient. V: Volumen. d: Schichtdicke. n: Stoffmenge   
 
 
. m: Masse. M: molare Masse. 
cm: Massenkonzentration. 
 
Die Extinktionskoeffizienten von Proteinen sind von ihrer Primärstruktur abhängig und lassen sich 
daher berechnen, so dass man sie zur Konzentrationsbestimmung nutzen kann.[227] Die Berechnung 
erfolgt nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Gl. 3-2) und den entsprechenden Umstellungen 
(Gl. (3.3-3.4)). 
Für photometrische Konzentrationsbestimmungen wurde ausschließlich der Nanodrop™ 1000 
verwendet. 
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3.4.2 Circulardichroismus-Spektroskopie 
Die CD-Spektroskopie beruht auf der Messung des circularen Dichroismus, d.h. der Messung des 
Unterschiedes zwischen der Drehung von links- und rechtscircular polarisiertem Licht beim 
Durchgang durch eine Probe. Wenn Chromophore (dies sind bei Proteinen im Wesentlichen die 
Peptidbindungen des Rückgrats und die Reste der aromatischen Seitenketten) in asymmetrischer 
Umgebung mit polarisiertem Licht wechselwirken, tritt ein solcher circularer Dichroismus auf. Die 
asymmetrische Umgebung ist bei Proteinen durch ihre chiralen AS in jedem Fall gegeben. 
Sekundärstrukturmotive wie -Helices und -Faltblätter enthalten die Chromophore des Rückgrats in 
regelmäßiger räumlicher Anordnung und weisen daher charakteristische CD-Spektren auf.[228-229] 
Da die Absorption von links- bzw. rechtscircular polarisiertem Licht und damit die 
Extinktionskoeffizienten der optisch aktiven Moleküle ungleich sind (l ≠ r), ist das austretende Licht 
elliptisch polarisiert (Phasenverschiebung und unterschiedliche Länge der Summenvektoren der 
elektrischen Feldkomponenten). Umrechnungsbeziehungen ausgehend von der Messgröße 
(gemessene Elliptizität ) sind in den Gl. (3-5)-Gl. (3-8) angegeben. 
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: differentieller molarer circulardichroitischer Extinktionskoeffizient in L mol
−1
 cm
−1
. l, r: molarer dekadischer 
Extinktionskoeffizient von links- bzw. rechts-circular polarisiertem Licht in L mol
−1
 cm
−1
.  
: gemessene Elliptizität in mdeg. [] molare Elliptizität. []MRW: mittlere molare Elliptizität pro Aminosäure in 
deg cm
2
 dmol
−1
 (MRW für engl.: mean residue weight). c: Konzentration in mol L
−1
. d: Schichtdicke in cm. NAS: Anzahl der 
Aminosäurereste des Proteins. 
 
Alle Spektren wurden mit einem J-810 Spectropolarimeter (Jasco) aufgenommen. Für die einzelnen 
Messkurven wurden folgende Parameter verwendet. Die Messtemperatur betrug 22.5 °C und die 
Bandbreite 1 nm, die Scangeschwindigkeit 100/50/50/50 nm min−1, die Auflösung 0.5/0.2/0.2/0.2 s, 
die Dämpfung 1/1/1/2 s und die Zahl der akkumulierten Spektren 3/10/5/5. Die Zahlen beziehen sich 
auf die Liganden [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3−, [FeIII(mecam)]3− / [FeIII(VB)]3−, [FeIII(2,3-DHB)3]
6− / [FeIII(PB)]3− 
/ [FeIII(3,4-DHB)3]
6−. Die Konzentration der (Protein)‒Ligand-Komplexe betrug 830 mol L−1, gemessen 
wurde in leicht gepuffertem Wasser (5 mmol L−1 Tris-HCl pH 7.0, 25 mmol L−1 NaCl / 5 mmol L−1 
Na-Phosphatpuffer, pH 7.0 / 5 mmol L−1 Tris-HCl pH 8.0, 25 mmol L−1 NaCl / 5 mmol L−1 Tris-HCl 
pH 8.0, 25 mmol L−1 NaCl). 
Schmelzkurven wurden in Küvetten mit 0.5 cm oder 1 cm Schichtdicke bei einer konstanten 
Wellenlänge von 222 nm mit einer Bandbreite von 1 nm, einer Dämpfung von 1 s und einer 
Auflösung von 0.2 °C aufgenommen. Der beobachtete Temperaturbereich betrug 5-95 °C und die 
Temperatursteigerung 1 °C min−1. Die Messbedingungen für aufgenommene Abkühlungskurven 
waren die gleichen: Bei Erreichen von 95 °C wurde die Probe 1 min bei dieser Temperatur gehalten 
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und dann mit der zuvor benannten Rate von 1 °C min−1 abgekühlt. Die Konzentration von FpiA betrug 
2 mol L−1 in 2.5 mmol L−1 Tris-HCl, pH 8.0, 12.5 mmol L−1 NaCl. Die Konzentration von FeuA und 
seinen Varianten bei Zugabe von [FeIII(BB)]3− betrug 5 mol L−1 in 10 mmol L−1 Tris-HCl pH 7.0 und bei 
den Messungen der De- und Renaturierungskurven in Gegenwart von [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3−, 
[FeIII(mecam)]3−, [FeIII(VB)]3− und [FeIII(2,3-DHB)3]
6− 2.5 mol L−1 in 5 mmol L−1 Na-Phosphatpuffer pH 
7.0. 
Alle Schritte vor der Messung von [FeIII(PB)]3− und [FeIII(biotinyl-PB)]3− wurden unter Rotlicht (629 nm) 
durchgeführt. 
 
3.4.3 Fluoreszenzspektroskopie 
Fluoreszenz entsteht nach Anregung eines elektronischen Übergangs in ein höheres Energieniveau. 
Der Übergang erfolgt in der Regel vom Schwingungsgrundzustand des elektronischen 
Grundzustandes und unterliegt keinen Auswahlregeln. Daher erfolgt nach der quantenmechanischen 
Interpretation des Franck‒Condon-Prinzips der Übergang in den Schwingungszustand des 
elektronisch angeregten Zustands dessen Wellenfunktion das größte Überlappungsintegral mit der 
des Schwingungsgrundzustands des elektronischen Grundzustandes aufweist. Fluoreszenz wird 
jedoch nur aus dem Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustands beobachtet, da 
die Schwingungsanregung wesentlich schneller in den Grundzustand zurückkehrt, zum Beispiel durch 
Stöße mit Lösungsmittelmolekülen oder der Gefäßwand. Fluoreszenz zeigt daher eine 
Rotverschiebung gegenüber dem anregenden Licht („Stokes-Shift“). 
Intrinsische Fluoreszenzspektroskopie wurde genutzt um die Dissoziationskonstanten von Proteinen 
und ihren (potentiellen) Substraten zu bestimmen. Sie beruht auf der Löschung (engl.: quenching) 
der durch die aromatischen AS Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin bedingten Eigenfluoreszenz der 
Proteine bei Komplexbildung mit dem Liganden, da die Anregungsenergie durch Stoßreaktionen an 
den Liganden übertragen werden kann, was eine strahlungslose Desaktivierung ermöglicht. 
Zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten wird die auf dem Massenwirkungsgesetz basierende 
Gl. (3-9) genutzt. Wenn der Ligand wie im vorliegenden Fall keine Eigenfluoreszenz bei den 
gewählten Messbedingungen zeigt (fL = 0), vereinfacht sich die Gleichung zu Gl. (3-10). Wenn keine 
hochaffine Bindung beobachtet wurde, erfolgte zusätzlich eine Auswertung mittels Gl. (3-11), die ein 
einfaches Ein-Ort-Bindungsmodell zu Grunde legt und Dissoziationskonstanten in derselben 
Größenordnung wie Gl. (3-11) erbrachte. Die Messdaten wurden vor der Auswertung um die 
geringfügige Eigenfluoreszenz des Puffers korrigiert. 
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Gl. (3-10) 
 
 
F: Fluoreszenz. [P]t, [L]t: totale Konzentrationen von Protein bzw. Ligand. KD: Dissoziationskonstante.  
fP, fL, fPL: relative molare Fluoreszenzkoeffizienten des freien Proteins, des freien Liganden bzw. des Protein‒
Ligand-Komplexes. KD und fPL wurden in den Berechnungen als freie Parameter definiert und fP wurde auf 100% M
−1
 
entsprechend dem Startwert gesetzt. 
 
   max  
[ ]t
( D [ ]t)
                                                                       Gl. (3-11) 
F: Fluoreszenz. Fmax: maximale Fluoreszenz. [L]t: totale Konzentration des Liganden. KD: Dissoziationskonstante. 
 
Für alle Messungen wurde ein FP-6500 Spectrofluorometer (Jasco) genutzt. Die Experimente wurden 
bei einer konstanten Temperatur von 22.5 °C bei Nutzung einer Anregungs- und Emissionsbandbreite 
von je 10 nm für FpiA und je 5 nm für FeuA durchgeführt. Der Messbereich erstreckte sich von 300 
bzw. 295-400 nm (für FpiA bzw. FeuA) mit einer Auflösung von 0.5 nm und einer Dämpfung von 0.5 s. 
Die Anregungs- bzw. Emissionsmaxima wurden für FpiA zu 280 nm und 331 nm sowie bereits zuvor 
für FeuA zu 280 nm und 329 nm bestimmt.[191] Die für die Messungen verwendeten 
Proteinkonzentrationen betrugen 250 nmol L−1 für FpiA und 2.0 mol L−1 für FeuA. Die Proben 
wurden vor der Messung zusammengegeben und für 1 h bei der Messtemperatur äquilibriert um 
einen stabilen Zustand sicherzustellen. Alle Schritte vor der Messung von [FeIII(PB)]3− und 
[FeIII(biotinyl-PB)]3− wurden unter striktem Lichtausschluss durchgeführt. 
 
3.4.4 in crystallo-Absorptionsspektroskopie 
Die in crystallo-Absorptionsspektroskopie hat in den letzten Jahren verstärkte Aufmerksamkeit 
erlangt. Mit ihr ist es möglich die spektroskopischen Eigenschaften eines Proteins, eines Cofaktors 
oder eines Protein‒Ligand-Komplexes im Kristall zu beobachten. Neuere Entwicklungen ermöglichen 
auch die Beobachtung von Veränderungen während der Illumination mit 
Synchrotronröntgenstrahlung. 
in crystallo-Absorptionsspektren wurden im ID29S-Cryobench-Labor der ESRF[230] an einem HR2000 
Mikrospektrophotometer (Ocean Optics) bei einer Temperatur von 100 K aufgenommen. Darüber 
hinaus wurden Spektren an einem Online-Mikrospektrophotometer während der Datensammlung an 
der ESRF-Beamline ID14-1 aufgenommen.[231] 
 
3.5 Proteinkristallisation 
Gut streuende Kristalle stellen die Grundvoraussetzung zur Proteinstrukturbestimmung mittels 
röntgenographischer Methoden dar. Computergestützte Vorhersagen der optimalen 
Kristallisationsbedingung sind bisher nicht ausgereift, weswegen eine empirische Bestimmung 
notwendig ist. Dabei können neben der Proteinkonzentration zahlreiche weitere Faktoren variiert 
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werden: Temperatur, pH-Wert, Art des Puffers sowie Konzentration und Art des Fällungsmittels 
(Präzipitans). 
Die Kristallisation beruht dabei auf einer allmählichen Erhöhung der Konzentration von Protein 
und/oder Präzipitans, wodurch eine übersättigte Proteinlösung (sog. Mutterlauge) entsteht, aus der 
sich das Protein in kristalliner Form abscheidet (Abb. 3-1). 
 
 
Abbildung 3-1: Allgemeines Phasendiagramm der Proteinkristallisation. 
In der labilen Region entstehen und wachsen Kristallisationskeime spontan. In der metastabilen Region wachsen stabile 
Kristallisationskeime, es entstehen jedoch keine neuen. Der Verlauf des Phasendiagramms muss für jedes Protein empirisch 
etabliert werden. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde 
ausschließlich die Dampfphasendiffusion 
im sitting drop- und hanging drop-
Verfahren als die heute gängigste 
Methode angewendet. Dabei stehen 
sich in einem luftdicht verschlossenen 
System ein Tropfen aus Protein und 
Kristallisationslösung und ein deutlich 
größeres Volumen der 
Kristallisationslösung gegenüber. Die 
Präzipitanskonzentration im Tropfen ist 
durch Vermischung mit der 
Proteinlösung geringer als die des Reservoirs, daher findet durch Verdampfen von Wasser und 
Dampfdiffusion allmählich ein Konzentrationsausgleich zwischen dem Tropfen und der annähernd 
konstanten Konzentration des Reservoirs statt. Die Proteinkonzentration wird bei diesem Prozess bis 
zum Erreichen des Äquilibriums sukzessive erhöht, was eine Übersättigung der Lösung bezüglich ihrer 
Proteinkonzentration zur Folge haben kann. Dies führt im Idealfall zur Bildung weniger 
 
Abbildung 3-2: „hanging drop“- und „sitting drop“-
Kristallisationsmethoden. 
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Nukleationskeime und zum Wachstum von Einkristallen. Man spricht je nach Position des 
Kristallistionstropfens vom „sitzenden“ oder „hängenden“ Tropfen (engl.: sitting drop/hanging drop, 
siehe Abb. 3-2). 
Die Protein- und Kristallisationslösungen wurden vor der Kristallisation mit UltraFree-MC 
Sterilfiltereinheiten partikelfrei filtriert um die unerwünschte Aggregation von Protein oder 
Präzipitans zu verhindern. 
 
3.5.1 Automatisiertes Kristallisationsscreening 
Um erste Hinweise auf geeignete Kristallisationsbedingungen zu finden werden heutzutage in der 
Regel sparse matrix-Screens[232] eingesetzt, d.h. Screens die keine systematische Variation der 
Komponenten enthalten und deren Bedingungen überdurchschnittlich häufig zu erfolgreicher 
Proteinkristallisation führten. 
Hierfür wurden vorgefertigte Kristallisationslösungen der Firma Qiagen verwendet, die mit dem 
Kristallisationsroboter Cartesian Microsys™ SQ4000 (Genomic Solutions) in Kristallisationsplatten 
(96 well Innovaplate™ SD-2 (Innovadyne)) pipettiert wurden. Diese besitzen 96 Reservoirs für 
verschiedene Kristallisationsbedingungen (8×12-Format) und weisen pro Reservoir zwei Vertiefungen 
für die sitting drop-Kristallisation auf. 
Zunächst wurden 80 L der Kristallisationslösung per Hand in die Reservoirs pipettiert und der 
Tropfen aus Protein und Kristallisationslösung mit einem Gesamtvolumen von 600-1000 nL vom 
Roboter zusammenpipettiert. Die Kristallisationsplatten wurden mit einer speziellen Folie 
(VIEWseal™ Klebefolien, Greiner Bio-One) luftdicht verschlossen und anschließend in 
Inkubationsschränken bei einer konstanten Temperatur von 18 °C inkubiert. Die Platten wurden in 
der Regel zwei bis drei Tage nach Fertigstellung erstmals unter einem Stereomikroskop kontrolliert, 
danach im Abstand von einer Woche. Ausgehend von den Ergebnissen des Screenings wurde die 
Optimierung der Kristallisationsbedingungen verfolgt. 
 
3.5.2 Kristallisationsoptimierung 
Kristalle, die aus ersten Screenings erhalten werden sind oftmals für Röntgenbeugungsexperimente 
noch ungeeignet, sei es aufgrund ihrer Größe oder ihres Streuvermögens. Zur Optimierung der 
Kristallisation werden die physikochemischen Parameter die zur Kristallbildung beitragen ausgehend 
von einer Startbedingung in systematischer Weise variiert. Die Optimierung wurde in dieser Arbeit 
meist im sitting drop-Verfahren unter Verwendung des Kristallisationsroboters Cartesian Microsys™ 
SQ4000 (Genomic Solutions) und somit unter denselben Bedingungen wie bereits für das erste 
Screening durchgeführt. Für Optimierungen oder Reproduktionen die von Hand durchgeführt 
wurden, wurden wiederverschließbare EasyXtal Tools (Qiagen) im 4×6-Format verwendet. 
Typischerweise wurden hierbei 1 bzw. 2 L Proteinlösung mit 1 bzw. 2 L Kristallisationslösung auf 
dem Schraubverschluss vermischt und der Schraubverschluss auf das mit 900 L 
Kristallisationslösung befüllte Reservoir aufgeschraubt und bei 18 °C inkubiert 
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3.5.3 Cokristallisation und soaking-Experimente 
Während es rekombinante Methoden ermöglichen Proteine in großer Menge herzustellen ist ihre 
Beladung mit Cofaktoren u.ä. selten gegeben, da diese nicht zwangsläufig kovalent gebunden sind 
und der Expressionswirt die benötigten Verbindungen nicht oder nur in nicht ausreichender Menge 
zur Verfügung stellen kann. Weiterhin sind Strukturinformationen von Enzymen und 
Transportproteinen mit ihren jeweiligen Substraten, Substratanaloga, Inhibitoren und Cofaktoren 
von besonderem Interesse. Dazu können die jeweiligen Substanzen vor der Kristallisation hinzugefügt 
werden (Cokristallisation) oder nachträglich in bereits vorhandene Kristalle inkorporiert werden 
(engl.: soaking, „vollsaugen“). 
 
3.5.3.1 Cokristallisation 
Bei nachträglicher Zugabe von Molekülen zu Proteinkristallen können sich durch die Wechselwirkung 
von Protein und Ligand teilweise beträchtliche Veränderungen im Kristallgitter ergeben. Dadurch 
kann der Kristall erheblich an Qualität und Eignung für die Strukturbestimmung einbüßen und sich im 
schlimmsten Fall auflösen. Daher werden Liganden häufig vor dem Kristallisationprozess zur 
Kristallisationslösung zugegeben, teilweise bereits während der Proteinreinigung. Gute 
Vorausssetzungen für Cokristallisation sind eine starke Bindung des Liganden durch das Protein 
und/oder ein hoher Überschuss des Liganden. Geeignete Kristallisationsbedingungen für 
apo-Proteine müssen sich nicht zwangsläufig auf die ligandgebundene Form übertragen lassen, daher 
ist ein neues Screening sinnvoll. 
 
3.5.3.2 soaking-Experimente 
soaking-Experimente erlauben die nachträgliche Inkorporation von Kleinmolekülen in 
Proteinkristalle, welche im Gegensatz zu Kleinmolekülkristallen einen hohen Wassergehalt von oft 
über 50% aufweisen. Die korrespondierenden größeren Abstände im Kristallgitter und die oft 
vorhandenen solvensgefüllten Kanäle können zur Einführung eines Liganden in den Kristall genutzt 
werden. Dazu wird entweder der Ligand direkt in die Kristallisationslösung gegeben oder der Kristall 
wird in einen neuen Tropfen mit hoher Ligandkonzentration überführt. Die Zeitdauer für ein solches 
Experiment richtet sich vornehmlich nach der Stabilität des Kristalls und kann zwischen einigen 
Minuten und mehreren Stunden betragen. 
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3.6 Proteinstrukturbestimmung 
3.6.1 Testen von Cryobedingungen 
Datensammlung an Proteinkristallen erfolgt heutzutage fast ausschließlich unter sog. 
Cryobedingungen, d.h. unter permanter Kühlung durch einen Kaltstickstoffstrom (100 K). Dies 
gewährleistet eine erheblich reduzierte Strahlungsschädigung des Kristalls und die damit 
einhergehenden Qualitätseinbußen der Messung, verglichen mit Messungen bei RT. Da 
Proteinkristalle für Röntgenbeugungsexperimente aus wässriger Lösung entnommen werden, ist die 
vorherige Überführung in eine sog. Gefrierschutzlösung („Cryopuffer“) nötig, um der Ausbildung von 
Eis und damit der Entstehung charakteristischer sog. „Eisringe“ (1.9 Å, 2.5 Å, 3.66 Å) auf dem 
Beugungsbild vorzubeugen. Als Cryopuffer wird in der Regel die Mutterlauge mit einem die 
Ausbildung geordneter Wasserkristalle verhindernden Reagenz, wie Glycerin oder 
niedermolekularem PEG, verwendet. Zum Eignungstest wurde eine Nylonschleife mit dem Cryopuffer 
benetzt, im Kaltstickstoffstrom schockgefroren und anschließend 2× 10 min an der 
Röntgendrehanode belichtet. Die Inspektion des Beugungsbildes gab dann Auskunft über die Eignung 
des Cryopuffers. 
 
3.6.2 Datensammlung und Datenreduktion 
Erste Datensätze der erhaltenen Kristalle wurden am hauseigenen Röntgendiffraktometer 
aufgenommen. Die Nylonschleife wurde auf einem Goniometerkopf positioniert und der Kristall im 
Strahlengang der Röntgenquelle zentriert. Die Belichtungszeit betrug dabei 20 min, der Drehwinkel 
 während der Belichtung lag bei 0.3°. Die optimalen Datensammlungsparameter wurden mit dem 
Programm iMosflm[233] ermittelt. Hochauflösende Datensätze wurden an den Beamlines ID14-1, 
ID14-2, ID14-4, ID23-1, ID23-2 oder ID29 der ESRF aufgenommen, in diesem Fall erfolgte die 
Festlegung der optimalen Datensammelstrategie mit dem dort installierten Programm DNA. Die 
Datensammlung erfolgte jeweils im Kaltstickstoffstrom (100 K). 
Die Integration der Daten wurde in der Regel mit dem Programm XDS vorgenommen,[234] im Falle der 
nativen Kristallform II mit dem Programm iMosflm[233], die Skalierung der Datensätze erfolgte mit 
XSCALE. Zur Analyse der Skalierung wurde das Programm SCALA aus dem CCP4-Paket verwendet.[235] 
 
3.6.3 Strukturlösung und Modellbau durch molekularen Ersatz 
Die Grundlage eines zu bauenden Strukturmodells ist stets die vorherige Berechnung der 
Elektronendichte, wozu die Strukturfaktoramplituden |Fhkl| und die zugehörige Phase  notwendig 
sind. Die Strukturfaktoramplituden |Fhkl| sind proportional zur gemessenen Intensität und damit 
experimentell zugänglich, während dies für die Phase  nicht gilt. Das zentrale Problem in der 
Kristallographie stellt daher die Bestimmung des Phasenwinkels  für die einzelnen 
Strukturfaktoramplituden dar und wird daher auch als „Phasenproblem“ bezeichnet. 
Zur Phasenbestimmung kam in dieser Arbeit ausschließlich die Methode des molekularen Ersatzes 
(engl.: molecular replacement) zum Einsatz. Dabei macht man sich zu Nutze, dass die Faltung eines 
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Proteins oftmals wesentlich stärker konserviert ist als seine Aminosäuresequenz und man davon 
ausgeht, dass es nur eine begrenzte Anzahl einzigartiger Faltungstypen gibt.[236] Proteine mit einer 
Sequenzidentität von nur 30% besitzen oftmals bereits eine vergleichbare Tertiärstruktur.[237] Zur 
Nutzung dieser Methode sind daher eine oder mehrere bereits bekannte Proteinstrukturen 
(„Suchmodell“) nötig, deren Sequenzen möglichst hohe Identitäten zum Zielprotein aufweisen. Das 
Suchmodell wird in der Einheitszelle platziert und ist dabei durch drei Rotations- und drei 
Translationsparameter bestimmt. Zur Minimierung der benötigten Rechenleistung werden 
nacheinander zunächst die Rotations- und dann die Translationssuche durchgeführt. Der Vergleich 
der Patterson-Funktionen von Suchmodell und zu lösendem Datensatz erlaubt dann die Bewertung 
der Suchmodellorientierungen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Programm Phaser aus dem CCP4-Paket verwendet.[235,238] Für die 
Lösung der apo-FeuA-Struktur wurde eine niedriger aufgelöste Kristallstruktur desselben Proteins 
genutzt, die bereits in der Proteindatenbank deponiert war (PDB-Code: 2PHZ). Die Lösung des 
FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplexes erfolgte mit der eigenen apo-Struktur, die der FeuA∙[FeIII(Ent)]3−- und 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3−-Komplexe mit der des FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplexes als Suchmodell (PDB-Code: 
2WHY). 
 
3.6.4 Strukturverfeinerung 
Nachdem die anfänglichen Strukturmodelle durch das Programm Phaser erhalten wurden,[235,238] 
wurden die Atomkoordinaten und B-Faktoren mit den Programmen Coot[239-240] und Refmac5[241] 
weiter verfeinert. Beim Verfeinerungsprozess macht man neben den experimentellen Daten 
Gebrauch von stereochemischen Parametern denen Proteine unterliegen, wie z.B. Bindungslängen, 
Torsionswinkel oder die Häufigkeit bestimmter Seitenkettenrotamere. 
Nach Verfeinerung des Proteinrückgrats und der Aminosäureseitenketten, wurden durch Nutzung 
der 2 Fobs−Fcalc- und Fobs−Fcalc-Elektronendichtekarten anschließend die Substrate sowie 
Wassermoleküle und Ionen in das Modell eingebaut. Das jeweilige Strukturmodell lässt sich anhand 
statistischer Parameter bewerten. Darunter sind der kristallographische R-Faktor (auch 
„Arbeits-R-Faktor“, Rwork) und der freie R-Faktor (Rfree). Der kristallographische R-Faktor liefert ein 
Maß für die Übereinstimmung zwischen den beobachteten Daten (Fobs) und dem berechneten 
Strukturmodell (Fcalc) und sollte bei gut verfeinerten Strukturen (abhängig von der Auflösung) kleiner 
als 20% sein. Für den freien R-Faktor wird ein sog. Testdatensatz von etwa 1000 Reflexen definiert, 
der nicht in die Verfeinerung einbezogen wird. Seine Berechnung erfolgt analog zum 
kristallographischen R-Faktor. Der freie R-Faktor ist ein unabhängiges Maß für die Qualität des 
Modells, da im Gegensatz zum kristallographischen R-Faktor nicht gegen seine Daten verfeinert 
wurde. Daher stellt der freie R-Faktor stellt ein Maß für die „Voreingenommenheit“ des Modells 
dar.[242-243] 
Der Unterschied zwischen kristallographischem und freiem R-Faktor sollte zwischen 2% und 7% 
liegen. Ist der Unterschied größer, deutet dies auf eine Überinterpretation der Daten hin (engl.: 
overfitting), d.h. dass das Maß an Detailreichtum im Strukturmodell nicht durch die experimentellen 
Daten gedeckt ist.[242-244] 
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3.6.5 Bioinformatische Charakterisierung von Sequenzen und 
Strukturmodellen 
Die bioinformatische Auswertung eines aus einem Röntgenbeugungsexperiment erhaltenen 
Strukturmodells stellt einen wichtigen Schritt in der Analyse der erhaltenen Daten dar. Neben den 
bereits vorgestellten kristallographischen Programmen zur Bearbeitung der Rohdaten, 
Strukturlösung und Strukturverfeinerung wurden eine Reihe weiterer, teilweise Server-basierter 
Programme zur Analyse des Strukturmodells und auch der Aminosäuresequenz des Proteins 
eingesetzt. 
 
ALINE 
Bei ALINE handelt es sich um einen „what you see is what you get“-Editor zur graphischen 
Darstellung von Sequenzvergleichen. Neben deren einfacher Erstellung ist ausserdem die graphische 
Übertragung des Grads an Sequenzkonservierung auf ein Strukturmodell möglich.[245] 
 
APBS 
APBS (engl.: Adaptive Poisson Boltzmann Server) ist ein Programm, welches die elektrostatischen 
Eigenschaften eines Biomoleküls mittels der Poisson-Boltzmann-Gleichung berechnet.[246] Es wurde in 
dieser Arbeit in Form eines Plugins für PyMOL verwendet, mit dem alle elektrostatischen 
Oberflächenpotentiale dargestellt wurden.  
 
BLAST 
Proteine mit Sequenzhomologien wurden mit dem BLAST-Server (engl.: Basic Local Alignment Search 
Tool) des National Center for Biotechnology Information (NCBI) ermittelt. Beim Vergleich wird die 
statistische Signifikanz von identischen oder ähnlichen AS bewertet, was auf mögliche funktionelle 
oder evolutionäre Verwandschaftsbeziehungen hinweisen kann.[247-248] 
Website: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
CCP4 
Das CCP4-Paket (engl.: Collaborative Computational Project No. 4) stellt eine Sammlung von 
Programmen für strukturbiologische Fragestellungen dar. Viele bereits zuvor genannte Programme 
sind Teil des CCP4-Pakets.[235] 
 
DALI 
Der DALI-Server diente dem Vergleich von dreidimensionalen Strukturmodellen mit in der PDB 
deponierten Strukturen.[249-250] 
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DISOPRED2 
Der DISOPRED2-Server wurde zur Voraussage von ungeordneten Regionen eines Proteins 
genutzt.[251-252] Die Voraussage konnte durch die spätere kristallographische Analyse bestätigt 
werden. 
Website: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred/ 
 
HIC-Up 
Bei der HIC-Up-Datenbank (Hetero-compound Information Centre – Uppsala) handelt es sich um eine 
Sammlung von Strukturinformationen von Kleinmolekülverbindungen die in der Proteindatenbank 
mit hinterlegt sind.[253-255] 
Website: http://xray.bmc.uu.se/hicup/ 
 
LipoP 
Der LipoP 1.0-Server wurde genutzt um automatisch Lipoproteine und die genauen 
Lipidierungspositionen vorauszusagen.[256] Diese Voraussagen wurden in Klonierungsarbeiten dann 
entsprechend berücksichtigt. Auch wenn der LipoP 1.0-Server nur auf die Sequenzen Gram-negativer 
Organismen trainiert wurde, hat er sich dennoch auch als geeignet für Gram-positive Bakterien 
herausgestellt.[257] 
Website: http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/ 
 
PROCHECK 
PROCHECK wurde verwendet, um die Qualität der stereochemischen Parameter des erhaltenen 
Strukturmodells zu überprüfen und mit bekannten Parametern zu vergleichen. Es ist Teil des 
CCP4-Pakets.[258] 
 
ProDrg 
Der ProDrg2.5 (beta)-Server generiert automatisch Koordinaten und molekulare Topologien von 
Kleinmolekülen, ausgehend von existierenden Koordinaten oder einfach der Strukturformel des 
Moleküls. Diese können dann in der Strukturverfeinerung von Protein‒Ligand-Komplexen eingesetzt 
werden.[259] 
Website: http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta 
 
PSIPRED 
Der PSIPRED-Server wurde zur Voraussage von Proteinsekundärstrukturen genutzt. Dabei werden 
direkt die Ergebnisse eines PSI-BLAST-Jobs genutzt, ein zeit- und rechenintensiver multipler 
Sequenzvergleich ist nicht nötig. Zwei neurale Netzwerke analysieren und filtern im Folgenden die 
Daten.[260-261] 
Website: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ 
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PyMOL 
Bei PyMOL handelt es sich um ein Programm zur graphischen Darstellung von makromolekularen 
Strukturen. Alle in dieser Arbeit gezeigten Strukturabbildungen wurden mit  PyMOL erzeugt.[262] 
 
SignalP 3.0 
Der SignalP 3.0-Server sagt die Anwesenheit und Lokalisierung von Signalpeptiden und deren 
Schnittstellen anhand einer AS-Sequenz voraus. Dabei ist es wichtig zwischen den Sequenzen von 
Gram-postiven, Gram-negativen und eukaryotischen Proteinen zu unterscheiden, da die neuralen 
Netzwerke die zur Vorhersage eingesetzt werden nur auf jeweils eine Klasse trainiert sind. Die 
Vorhersage von Signalpeptidsequenzen in Archae-Bakterien ist derzeit nicht möglich, da es zu wenige 
bekannte Beispiele gibt um eine zuverlässige Vorhersage zu machen.[263-265] 
Website: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
 
SSM 
Der in Coot implementierte Secondary Structure Matching-(SSM)-Algorithmus wurde verwendet im 
apo- und holo-Strukturen zu überlagern und die rmsd-Werte ihrer C-Positionen zu berechnen.
[266] 
 
T-Coffee 
Mit dem T-Coffee-Server ist es möglich, multiple Sequenzvergleiche durchzuführen. Dabei ist es 
möglich die Ergebnisse, die mit verschiedenen Methoden erhalten werden zu kombinieren.[267] 
Website: http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi 
 
3.7 Isolierung von Bacillibactin 
3.7.1 Ethylacetatextraktion 
Zur Extraktion von Bacillibactin wurde der Überstand einer 300 mL B. subtilis ATCC 21332-Kultur 
(Pelletierung der Zellen durch 15 min Zentrifugation bei 8281∙g) mit konz. HCl auf einen pH-Wert von 
3.0 angesäuert. Anschließend erfolgte dreimalige Extraktion mit je 300 mL EtOAc im Scheidetrichter. 
Die vereinigten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und 
der gelbe Rückstand in 7 mL 50% (v/v) MeOH aufgenommen. Nach 15 min Zentrifugation (3000∙g) 
wurde der Überstand filtriert und mittels Umkehrphasen-HPLC getrennt (Nucleodur C-18 ec 
25 mm × 250 mm, Gradient: 5-60% (v/v) MeCN/H2O/0.1% (v/v) TFA in 30 min, 16 mL min
−1, 
8 mL-Fraktionen). Die Fraktionen wurden mittels MALDI-TOF auf ihren Bacillibactingehalt untersucht, 
die positiv getesteten Fraktionen vereinigt und in einer Alpha 2-4-LSC Gefriertrocknungsanlage 
(Christ) lyophilisiert. 
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3.7.2 Festphasenextraktion der Kulturüberstände mit XAD-16 
Die Vorbereitung des Kulturüberstands erfolgte analog der Ethylacetatextraktion. Der 
Kulturüberstand wurde nach dem Ansäuern mit 10 mL XAD-16-Suspension (50 g/200 mL) versetzt 
und für 4 h bei RT gerührt. Anschließend wurde das XAD-16-Harz auf Filterpapier aufgefangen und 
zunächst mit 50 mL bd. H2O gewaschen. Dann erfolgte die Elution des braunen Harzes mit 50 mL 
MeOH, die Farbe des Harzes war danach wieder weiß. Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer auf 
5 mL eingeengt, mit 5 mL bd. H2O versetzt und anschließend analog zur Ethylacetatextraktion mittels 
Umkehrphasen-HPLC gereinigt. 
 
3.8 Affinitätschromatographische Proteinidentifizierung aus 
Zellextrakten 
3.8.1 Probenvorbereitung 
Zunächst wurde eine ÜTK des Stammes Bacillus subtilis BMM100 (dhbC) in LB-Medium angezogen, 
woraus im Verhältnis 1:1000 eine ÜNK in eisenlimitiertem BOC-Minimalmedium inokuliert wurde. 
Aus dieser ÜNK wurden 3 L BOC-MM in Polycarbonatkolben im Verhältnis 1:1000 inokuliert und für 
verschiedene Zeiträume bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. In der frühen exponentiellen 
Wachstumsphase (nach ca. 8 h) wurde 2,2′-Bipyridyl (2,2′-BPD) zu einer Endkonzentration von 
100 mmol L−1 zugegeben um verbleibende Eisenspuren zu entfernen. Die Zellen wurden durch 20 min 
Zentrifugation mit 8300∙g bei 4 °C geerntet und in 2 mL PBS welche mit 0.1% (v/v) Tween® 20 (Roth) 
versetzt war, aufgenommen. Der Zellaufschluss wurde unter Eiskühlung in sechs Intervallen von 30 s 
mit Pausen von je 30 s durchgeführt. Dazu wurde ein Sonoplus HD 200-Gerät (Bandelin) mit 30% der 
Maximalleistung und einem Arbeitsintervall von 80% verwendet. Die Zelltrümmer wurden durch 
zweimalige Zentrifugation für 20 min, mit 16100∙g bei 4 °C entfernt und das Zelllysat partikelfrei 
filtriert ((Ultrafree-MC (0.22 mm, Millipore) oder Filtropur S 0.2 (Sarstedt)). 
 
3.8.2 Affinitätschromatographie 
Biotinyl-Petrobactin (Biotinyl-PB) wurde von Nikolas Bugdahn (AG Dr. Oberthür, FB Chemie, 
Philipps-Universität Marburg) synthetisiert (Syntheseroute siehe [200]). Für ein typisches 
affinitätschromatographisches Experiment wurden etwa 5 mg Biotinyl-PB in 350 L DMSO gelöst und 
durch Zugabe von 350 L aq. FeCl3-Lösung in 20 mmol L
−1 Tris-HCl pH 8.0 quantitativ mit Eisen 
beladen, um eine Lösung mit der Konzentration 7.13 mmol L−1 zu erhalten. Mit dieser Lösung wurden 
0.5 mL einer 50% (w/v)-Suspension von Strepatividin-derivatisierter Agarose (Sigma) unter 
Lichtabschluss für 1 h bei RT unter schwachem Rollen und Taumeln inkubiert. Die Suspension wurde 
dann in 0.8 cm × 4 cm Poly-Prep® Chromatographie-Säulen (Bio-Rad) gefüllt und mit 10 CV PBS 
äquilibriert. Der wie oben beschrieben präparierte Kulturüberstand wurde per Durchflussmethode 
auf die Säule aufgegeben und die Säule anschließend mit 10 CV PBS gewaschen, die Elution erfolgte 
mit 4 CV aq. GuHCl-Lösung (c = 6 mol L
−1). Die ganze Prozedur ab der Eisen(III)-Beladung von 
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Biotinyl-PB wurde bei 18 °C und unter Rotlichtbedingungen ( = 629 nm) ausgeführt. Hierzu wurden 
Zelllysatproben aus verschiedenen Wachstumsphasen (exponentielle Phase, frühe stationäre Phase, 
späte stationäre Phase) verwendet. 
Die Elutionsfraktionen wurden zwei- bis dreifach gegen 2 L leicht gepuffertes bd. H2O (1 mmol L
−1 
Tris-HCl, pH 8.0) unter Verwendung von Slide-A-Lyzer® Dialyse-Kassetten (MWCO: 10000 Da, Thermo 
Scientific) oder Spectra/Por® 3 regenerierten Cellulose Dialyse-Membranen (MWCO: 3500 Da) 
dialysiert. Das Dialysat wurde dann an einer Alpha 2-4 LSC Gefriertrocknungsanlage (Christ) 
lyophilisiert. 
 
3.8.3 Proteinidentifizierung 
Die Proteinproben wurden in 20 L NH4HCO3-Lösung (50 mmol L
−1 pH 7.8) aufgenommen und mit 
illustra™ AutoSeq™ G-50 Dye Terminator Spin-Säulen (GE Healthcare) entsalzt. Dann erfolgte der 
tryptische Verdau direkt in Lösung durch Zugabe von Sequencing Grade Modified Trypsin (Promega) 
in einem Verhältnis von ≈ 1:20 (w/v), welches direkt vor Gebrauch in 50 mmol L−1 NH4HCO3-Puffer, 
pH 7.8 gelöst wurde. Die Verdaue wurden ÜN bei 37 °C inkubiert. 
Die massenspektrometrische Analyse der Proben wurde mit einem Qstar Pulsar i QqTOF-Instrument 
(Applied Biosystems) durchgeführt. Dazu wurde ein Ultima nano-HPLC system (Dionex), ausgerüstet 
mit einer nano-C18 RP-Säule (innerer Durchmesser: 75 m, Länge: 150 mm, Pep-Map C18-Material, 
5 m, Porengröße: 100 Å) durch eine Protana Nanospray-Quelle online verbunden. Die Injektion von 
20 L tryptischem Verdau wurde durch einen Famos Autosampler (Dionex) durchgeführt. 
Automatisches Fangen und Entsalzen der Probe wurde mit einem Switchos-Modul (Dionex) bei einer 
Flussrate von 30 L min−1 unter Benutzung von H2O/0.05% Ameisensäure als Lösungsmittel 
durchgeführt. 
Die Trennung der tryptischen Peptide wurde mit einem Gradient von 5%-50% Puffer B (80% 
MeCN/0.045% Ameisensäure) erreicht (Puffer A: H2O/0.05% Ameisensäure), bei einer angelegten 
Flussrate von 200 nL min−1. Die Säule war mit einem Nanoemitter (New Objective) verbunden und 
der Eluent wurde unter Anwendung einer Spannung von 2800 V direkt in die Öffung des 
Massenspektrometers gesprüht. Ein Aufnahmescan wurde kombiniert mit zwei datenabhängigen 
MS/MS-Scans, unter Verwendung eines dynamischen Ausschlusses von 20 s. 
Tandem-Massenspektren wurden unter Verwendung von N2 als CID-Gas erhalten. Dabei wurden die 
Kollisionsenergien abhängig von Masse und Ladung des Vorläuferions automatisch gesetzt. Die 
Analyse der Daten wurde durch die MASCOT-Software (Version 2.2, Matrix Science) unter Benutzung 
der MSDB-Datenbank erhalten.[222] 
Die Proteinidentifizierung inklusive dem vorherigen tryptischen Verdau wurde von Dr. Uwe Linne und 
Natalia Fritzler (Abteilung Massenspektrometrie, FB Chemie, Philipps-Universität Marburg) 
durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung des 
Petrobactin-Bindungsproteins FpiA aus Bacillus subtilis 
4.1.1 Isolierung und Identifizierung – Ergebnisse der 
Affinitätschromatographie 
4.1.1.1 Allgemeines Prinzip 
Die Identifizierung unbekannter Siderophorbindungsproteine stellt den ersten Schritt in einer 
umfassenden Charakterisierung dieser Proteine und Bewertung hinsichtlich ihres Potentials für 
weitere Anwendungen dar. Hier soll die prinzipielle experimentelle Durchführung zur Isolierung und 
Identifizierung eines Petrobactin-bindenden Proteins dargestellt werden. 
Die allgemein zugrundeliegende Methodik die hier zur Identifizierung angewandt wurde ist die 
Affinitätschromatographie. Sie beruht auf der spezifischen Interaktion eines Bindungspartners mit 
einem anderen, z.B. eines Proteins mit einem Liganden. Die Affinitätschromatographie ist dabei 
umso erfolgsversprechender, je spezifischer und je stärker die Wechselwirkung zwischen den 
Partnern ist. Die wohl wichtigste Anwendung im Labor erfährt diese Methode in der Reinigung 
rekombinanter Proteine, beispielsweise durch Ni2+‒NTA-Chromatographie, bei der auf Agarose 
immobilisiertes Ni2+‒
NTA-Material als stationäre 
Phase dient, welches His-getagte 
Proteine der mobilen Phase zu 
binden vermag.[219-220] Ein 
weiteres wichtiges System ist die 
Verwendung von 
immobilisiertem Streptavidin. 
Dabei macht man sich die 
Wechselwirkung zwischen Biotin 
und Streptavidin zu Nutze, einer 
der stärksten nicht-kovalenten 
Wechselwirkungen in der 
Natur.[268] 
Im Zuge dieser Arbeit wurde ein 
Affinitätschromatographie-
basiertes System entwickelt, das 
die selektive Identifizierung eines 
Petrobactin-Bindungsproteins 
aus dem Zelllysat von 
 
Abbildung 4-1: Allgemeines Schema der 
affinitätschromatographischen Identifizierung von 
Siderophor-Bindungsproteinen. 
Die zurückgehaltenen Proteine werden massenspektrometrisch identifiziert 
und anschließend biochemisch charakterisiert. 
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Bacillus subtilis erlaubte, welches zu Beginn dieser Arbeit noch unbekannt war. Die wichtigsten 
Schritte sind in Abb. 4-1 dargestellt. Nach der Immobilisierung des Siderophorkonjugats auf der 
stationären Phase Agarose‒Streptavidin erfolgt die Bindung potentieller Interaktionspartner durch 
Zugabe eines rohen Zellextrakts. Der Elution der Proteine schließt sich ein tryptischer Verdau an, der 
die massenspektrometrische Analyse und Identifizierung der zurückgehaltenenen Proteine möglich 
macht. Abschließend erfolgt dann die biochemische Charakterisierung der Proteine. 
 
4.1.1.2 Immobilisierung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde Streptavidin-modizierte Agarose, die mit biotinyliertem Petrobactin 
(Biotinyl-PB, Abb. 4-2A) beladen wurde, als stationäre Phase verwendet. Neben ausreichenden 
Mengen von nativem PB für die biochemische Charakterisierung des Importproteins wurde 
Biotinyl-PB von Nikolas Bugdahn (AG Dr. Oberthür, FB Chemie, Philipps-Universität Marburg) 
synthetisiert. Dabei wurde die Biotingruppe über -Aminobuttersäure als Linker mit der zentralen 
Aminogruppe einer der Spermidineinheiten von PB verknüpft, da diese nicht direkt an der 
Koordination von Eisen(III) beteiligt sind (genaue Synthese siehe [200]). Nichtsdestoweniger bestand 
die Möglichkeit, dass das stark modifizierte Biotinyl-PB wegen des sterischen Anspruchs der 
zusätzlich angebrachten Seitenkette nicht mehr in der Lage sein würde Eisen(III) zu binden. 
 
 
Abbildung 4-2: Bildung des Eisen(III)-Komplexes von Biotinyl-Petrobactin. 
Gezeigt ist das ESI-Massenspektrum des Komplexes [Fe
III
(biotinyl-PB)]
3−
. Der Haupt- und die zugehörigen Isotopenpeaks 
sind rot hervorgehoben. Eine Fotographie der Farbänderung einer Lösung von Biotinyl-PB bei pH 8.0 nach Zugabe 
verschiedener Mengen FeCl3 ist links eingesetzt (Fotographie: Timm Schlosser, AG Prof. Dr. Geyer, FB Chemie, Philipps-
Universität Marburg). Die Strukturformel von Biotinyl-PB ist rechts eingesetzt. Das Siderophor ist in schwarz, der Linker in 
grün und Biotin in blau hervorgehoben.  
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Eine starke Farbausbildung von dunkelblau/violett gab den ersten Hinweis auf die Bildung eines 
Eisen(III)‒Siderophor-Komplexes wenn Biotinyl-PB mit einer äquimolaren Menge FeCl3 versetzt 
wurde. Dies wurde durch massenspektrometrische Untersuchungen bestätigt (Abb. 4-2, HRMS (ESI): 
berechnet für [C48H67Fe1N9O14S]
−: 1081.3885, gefunden: 1081.3879). Dabei war der pH-Wert der 
zugegebenen FeCl3-Lösung von entscheidender Bedeutung: Nur Lösungen mit pH ≥ 8.0 vermochten 
eine deutliche Farbänderung und damit die Bildung des Komplexes hervorzurufen. Nach der Bildung 
des Eisen(III)‒Siderophorkonjugat-Komplexes erfolgte dessen Immobilisierung auf der Agarose‒
Streptavidin-Matrix. 
 
4.1.1.3 Anzucht der Zellen 
Als Ausgangsbasis für die Herstellung des Zelllysats wurde der Stamm B. subtilis BMM100 (dhbC) 
verwendet.[191] In diesem wurde das Gen für die Isochorismat-Synthase deletiert, daher ist er weder 
in der Lage 2,3-Dihydroxybenzoat, noch Bacillibactin als endogene, hochaffine Eisenchelatoren 
herzustellen.[27-28] Da die für Siderophorimportsysteme codierenden Gene neben zahlreichen 
anderen unter der Kontrolle des Fur-Repressors stehen, wurde der Stamm generell unter 
eisenlimitierten Bedingungen in Minimalmedium angezogen. Zusätzlich wurde kurz vor Beginn der 
exponentiellen Wachstumsphase (nach ca. 8 h) der Eisenchelator 2,2′-Bipyridyl zugegeben, um 
verbleibende Spuren von Eisen aus dem Medium zu entfernen. Dann wurden Proben aus 
verschiedenen Wachstumsphasen genommen (frühe exponentielle Phase, späte exponentielle 
Phase, stationäre Phase), um deren Einfluss auf die Identifizierung bestimmen zu können. 
Es stellte sich heraus, dass für eine erfolgreiche Identifizierung nur Zellen aus der stationären 
Wachstumsphase geeignet waren, daher wurden in späteren Reproduktions- und 
Verbesserungsexperimenten ausschließlich solche Zellen verwendet (Wachstum für ca. 48 h). 
 
4.1.1.4 Bindung 
Auf die in eine Säule gepackte stationäre Phase wurde ein B. subtilis-Zelllysat aufgegeben, das vor 
dem Zellaufschluss mit 0.1% (v/v) des Detergenz Tween® 20 versetzt wurde. Da SBP in 
Gram-positiven Bakterien wie B. subtilis, über Lipidmodifikationen am N-Terminus in der 
Cytoplasmamembran verankert sind, sollte durch das Detergenz eine verbesserte Herauslösung aus 
der Membran und damit eine vereinfachte Isolierung erreicht werden. 
In der Regel wurden die Zellen unter Verwendung von Ultraschall aufgeschlossen und das Zelllysat 
nach Entfernung der Zelltrümmer direkt verwendet. Ein weiterer Ansatz bestand in einer sog. 
Membranpräparation. Die im Zelllysat befindliche Membran wird dabei durch Ultrazentrifugation 
pelletiert und kann so separiert werden. Da mit diesen Modifikationen jedoch in mehreren 
Versuchen keine positive Identifizierung möglich war, wurde für Reproduktions- und 
Verbesserungsexperimente nur das wie zuvor beschrieben präparierte Zelllysat verwendet. Teilweise 
wurden die Zelllysate zweifach auf die Säule aufgetragen, um eine verbesserte Bindung zu erreichen. 
Dies steigerte jedoch auch die unspezifische Bindung auf der Säule und wurde daher nicht weiter 
verfolgt. 
Ergebnisse 
73 
In späteren Experimenten wurde die stationäre Phase vor der Aufgabe des Zelllysats mit einer 
konzentrierten BSA-Lösung behandelt, um die Bindungsstellen an der Agarose‒Streptavidin-Matrix 
selbst abzusättigen und die spezifische Interaktion mit dem Liganden zu begünstigen. 
 
4.1.1.5 Elution 
Nach Aufgabe des Zelllysats wurde die Säule mehrfach gewaschen und die noch gebundenen 
Proteine anschließend mit GuHCl-Lösung (c = 6 mol L−1) eluiert. Neben dieser Standardprozedur 
erfolgten teilweise zunächst Waschschritte mit Lösungen hoher Salzkonzentration (500 bzw. 
1000 mmol L−1 NaCl), während die sich anschließende Elution mit schrittweise steigenden 
GuHCl-Konzentrationen durchgeführt wurde (c = 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 mol L−1). Da dies jedoch nicht 
zu einer erfolgreichen Identifizierung führte und auch die unspezifischen Bindungen nicht merklich 
reduzierte, wurde in den nachfolgenden Reproduktions- und Verbesserungsexperimenten darauf 
verzichtet. Eine alternative Elution mit einem Überschuss des [FeIII(PB)]3−-Komplexes führte aufgrund 
der Präzipitation desselben ebenfalls nicht zum Erfolg. 
Die Elutionsfraktionen wurden über 2 Tage zwei- bis dreimal gegen einen großen Überschuss leicht 
gepuffertes bd. H2O dialysiert, um das GuHCl zu entfernen, das den anschließenden tryptischen 
Verdau gestört hätte. 
 
4.1.1.6 Tryptischer Verdau und Identifizierung 
Da das Volumen der Elutionsfraktionen für den tryptischen Verdau ungeeignet war, wurden die 
Proben zunächst lyophilisiert und dann in einem geringen Volumen eines geeigneten Puffers 
aufgenommen. In ersten Experimenten zeigte sich, dass ein erfolgreicher Verdau und die 
nachfolgende Identifizierung mit diesen Proben nicht möglich war. Dies wurde auf die drastisch 
erhöhte Salzkonzentration nach der Gefriertrocknung des Dialysats und die anschließende 
Wiederaufnahme der Probe in einem deutlich reduzierten Volumen zurückgeführt. Daher wurden 
alle weiteren Proben vor dem tryptischen Verdau zunächst mit Gelfiltrationssäulen entsalzt. 
Ein tryptischer Verdau ÜN erwies sich als vorteilhaft für die nachfolgende Identifizierung. In den 
ersten Experimenten zeigte sich, dass das Protein YclQ aus B. subtilis das einzige war, welches 
wiederholt von der Säule zurückgehalten wurde. Es war darüber hinaus das einzige, welches in den 
Datenbanken als Siderophorbindungsprotein annotiert war (Tab. 4-1). Daher schritt mit dieser 
Information die physiologische und biochemische Charakterisierung (s.u.) voran. Parallel dazu wurde 
die Verbesserung der Identifizierungsergebnisse forciert. 
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Tabelle 4-1: Identifizierte Proteine in einem typischen Anfangsexperiment. 
Protein-Abkürzung Protein-Beschreibung (UniProt) Score 
Als Acetolactatsynthase 214 
YetG putative Monooxygenase YetG 209 
HBsu DNA-Bindungsprotein HU 1 203 
GroS 10 kDa Chaperonin 193 
FpiA (YclQ) uncharakterisiertes ABC-Transporter-Solut-Bindungsprotein YclQ 165 
PdhB Pyruvatdehydrogenase E1-Komponente Untereinheit beta 55 
MetG Methionyl-tRNA-Synthetase 48 
YvbK uncharakterisierte N-Acetyltransferase YvbK 46 
PdhC Dihydrolipoyllysinrest Acetyltransferase, 
Komponente des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes 
43 
Alle identifizierten Proteine mit einem Score-Wert unter 40 wurden ausgeschlossen. 
 
Da neben YclQ zahlreiche andere Proteine mit zum Teil größeren Sicherheiten identifiziert wurden, 
wurde der Grad an unspezifischer Bindung an die Säule untersucht. Hierzu wurde unmodifiziertes 
Agarose‒Streptavidin-Material unter denselben Bedingungen für die Identifizierungsexperimente 
eingesetzt, wie das mit Siderophorkonjugat beladene Material. Es zeigte sich, dass zahlreiche in den 
ersten Experimenten wiederholt zurückgehaltene Proteine von der Matrix selbst retardiert wurden. 
Dabei handelte es sich oftmals um Proteine die in großer Häufigkeit in Zellen vorkommen, wie 
beispielsweise das Chaperonin GroS (Tab. 4-2).  
 
Tabelle 4-2: Identifizierte Proteine in einem typischen Negativkontrollexperiment. 
Protein-Abkürzung Protein-Beschreibung (UniProt) Score 
PdhC Dihydrolipoyllysinrest Acetyltransferase, Komponente des 
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes 
195 
HBsu DNA-Bindungsprotein HU 1 158 
IlvC Ketolsäure-Reduktoisomerase 111 
PdhB Pyruvatdehydrogenase E1-Komponente Untereinheit beta 84 
PdhD Dihydrolipoyldehydrogenase 61 
GroS 10 kDa Chaperonin 48 
MetE 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamat-homocystein-
Methyltransferase 
43 
Alle identifizierten Proteine mit einem Score-Wert unter 40 wurden ausgeschlossen. 
 
Wurden diese Ergebnisse subtraktiv auf die ersten Experimente bezogen, stieg YclQ in der 
Reihenfolge der sicheren Identifizierungen nach oben. Um die unspezifische Bindung von 
vorneherein deutlich zu reduzieren, erwies sich die Behandlung des Materials mit BSA als vorteilhaft. 
BSA sättigte die auf der Agarose‒Streptavidin-Matrix vorhandenen Bindungsstellen ab. Dies führte zu 
einer deutlichen Verminderung der zuvor beobachteten unspezifischen Interaktionen von Proteinen 
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mit der Säulenmatrix. Die damit verbundene Identifizierung zahlreicher Proteine konnte so drastisch 
reduziert werden (Tab. 4-3). 
 
Tabelle 4-3: Identifizierte Proteine in einem typischen Experiment nach BSA-Behandlung. 
Protein-Abkürzung Protein-Beschreibung (UniProt) Score 
HBsu DNA-Bindungsprotein HU 1 108 
FpiA (YclQ) uncharakterisiertes ABC-Transporter-Solut-Bindungsprotein YclQ 83 
Mfd Transkriptionsreparatur-Kopplungsfaktor 55 
Alle identifizierten Proteine mit einem Score-Wert unter 40 wurden ausgeschlossen. 
 
4.1.2 Bioinformatische Charakterisierung 
Nach der gesichterten Identifizierung von YclQ wurde zunächst der Gencluster betrachtet in dem 
YclQ enthalten ist, yclMNOPQ. Da yclM voraussichtlich für eine Aspartatkinase codiert und 
ausserdem eine andere Leserichtung aufweist, wurde dieses Gen nicht weiter betrachtet. Die 
Genprodukte von yclNO bilden zusammen die Membranpermease eines ABC-Transporters, yclP 
codiert für das zugehörige ATP-Bindungskassettenprotein. Aufgrund seiner Funktion wurde der 
yclNOPQ-Gencluster in fpiBCDA umbenannt und YclQ entsprechend in FpiA (engl.: ferric petrobactin 
import).[200] Der Gencluster ist in Abb. 4-3 dargestellt und Tab. 4-4. zeigt eine Beschreibung der 
Proteine 
 
 
Abbildung 4-3: fpiBCDA-Gencluster. 
TMD: Transmembrandomäne, NBD: Nukleotidbindungsdomäne, SBP: Substratbindungsprotein. 
 
Tabelle 4-4: Proteine des fpiBCDA-Genclusters. 
Protein-Abkürzung Protein-Beschreibung (UniProt) UniProt-Nummer MW/kDa 
FpiB (YclN) uncharakterisiertes ABC-Transporter 
Permeasenprotein YclN 
P94418 34.90 
FpiC (YclO) uncharakterisiertes ABC-Transporter 
Permeasenprotein YclO 
P94419 35.47 
FpiD (YclP) uncharakterisiertes ABC-Transporter 
ATP-Bindungsprotein YclP 
P94420 28.48 
FpiA (YclQ) uncharakterisiertes ABC-Transporter-
Solut-Bindungsprotein YclQ 
P94421 34.79 
MW: Molekulargewicht. 
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Eine BLAST-Suche zeigte die Homologie von FpiA zu zahlreichen weiteren 
Siderophorbindungsproteinen. Diese stammten vorwiegend aus anderen Bacilli, jedoch auch aus 
weiteren, weniger stark verwandten Organismen. Darunter waren auch Proteine zu finden, die 
nachweislich andere Siderophore binden, wie beispielsweise das Enterobactin-Bindungsprotein CeuE 
aus Campylobacter jejuni. 
Sekundärstrukturvorhersagen zeigten eine lange -Helix in der Mitte der Sequenz, die für die 
Superfamilie der sog. Helixrückgrat-Metallrezeptoren (engl.: helical backbone metal receptors) 
typisch ist. Etwa zeitgleich mit den hier vorgelegten Untersuchungen wurde eine Kristallstruktur von 
FpiA (YclQ) in der PDB hinterlegt (PDB-Code: 3GFV), die diese strukturellen Charakteristika 
bestätigte.[269] 
Der SignalP 3.0-Server sagte die Anwesenheit eines Signalpeptids voraus, wie es für 
Substratbindungsproteine typisch ist. Signalpeptidsequenzen zeichnen sich durch einen hohen Anteil 
hydrophober  Aminosäuren (AS) aus. Der AS-Rest C20 des annotierten Proteins stellt dabei mit 
größter Wahrscheinlichkeit den Anknüpfungspunkt für den Lipidanker dar. Sowohl die automatische 
Suche mit dem LipoP 1.0-Server,[256] als auch die manuelle Anwendung von Suchparametern für 
Gram-positive Bakterien identifizierten diesen Rest.[257,270-271] 
Im Verlauf dieser Arbeit wurden in den pathogenen Organismen Bacillus anthracis und 
Bacillus cereus die Proteine FatB und FpuA als SBP für Petrobactin identifiziert. Ein Vergleich dieser 
Proteine mit FpiA ist in Tab. 4-5 gezeigt. 
 
Tabelle 4-5: Vergleich der Proteine FatB und FpuA aus B. anthracis und B. cereus mit FpiA aus 
B. subtilis. 
Protein (Organismus) Sequenzidentität/-ähnlichkeit E-Wert  
FatB (B. anthracis) 30%/51% 1∙10−29  
FatB (B. cereus) 32%/52% 6∙10−30  
FpuA (B. anthracis) 33%/52% 1∙10−14  
FpuA (B. cereus) 33%/52% 8∙10−15  
Bezogen auf die Stämme B. subtilis MR 168, B. anthracis str. Sterne und B. cereus ATCC 14579. 
 
4.1.3 Bestätigung der physiologischen Relevanz von FpiA 
Im nächsten Schritt galt es, die physiologische Relevanz des Substratbindungsproteins FpiA zu 
bestätigen. Dazu wurde eine FpiA-Deletionsmutante erstellt, als genetischer Hintergrund diente 
hierbei der Stamm B. subtilis BMM100 (dhbC::erm). Dieser ist, wie bereits erwähnt, aufgrund des 
deletierten Gens für die Isochorismat-Synthase nicht in der Lage Bacillibactin oder dessen Vorläufer 
2,3-DHB zu synthetisieren. Dies erschien wichtig, um eine Beeinflussung der Wachstumsexperimente 
durch diese endogenen, hochaffinen Eisen(III)-Chelatoren auszuschließen. 
Die Doppelmutante B. subtilis AA005 (dhbC::erm fpiA::kan) wurde unter verschiedenen 
Wachstumsbedingungen angezogen und mit der Einzelmutante verglichen (Abb. 4-4). Generell wurde 
in eisenlimitiertem Medium gearbeitet und verschiedene Additive zugesetzt. 
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Das Wachstum unter 
Normalbedingungen war bei 
beiden Mutanten 
vergleichbar. Ebenso zeigten 
beide Mutanten erhöhtes 
Wachstum, wenn apo-BB zum 
Medium zugesetzt wurde, was 
aufgrund des intakten 
FeuABC‒YusV2-Transporters 
erwartet wurde. Der 
wachstumsbefördernde Effekt 
ist allerdings geringer als bei 
der direkten Zugabe 
zusätzlichen freien Eisens zum 
Medium in Form einer 
FeCl3-Lösung. 
Ein drastischer Unterschied im 
Wachstum der beiden 
Mutanten war zu beobachten, wenn apo-PB supplementiert wurde. Während die Einzelmutante 
erhöhtes Wachstum verglichen mit den eisenlimitierten Bedingungen zeigte (etwa im Rahmen der 
apo-BB-Supplementation) zeigte die Doppelmutante gar kein weiteres Wachstum. Dieser eindeutige 
Phänotyp zeigte damit die physiologische Relevanz von FpiA, welche unabhängig davon von 
Zawadzka et al. bestätigt wurde.[269] 
 
4.1.4 Charakterisierung von FpiA und [FeIII(PB)]3− 
4.1.4.1 Klonierung, Expression und Reinigung 
Das fpiA-Gen wurde ohne seine N-terminale 
Signalpeptidsequenz und das darauffolgende 
Cystein-Codon (C20), dem wahrscheinlichsten 
Anknüpfungspunkt für den Lipidanker kloniert. Das 
C-terminale His6-Fusionsprotein konnte in 
Escherichia coli mit sehr guten Ausbeuten 
überproduziert und mittels Ni2+‒NTA- und 
Größenausschlusschromatographie zu sehr großer 
Homogenität gereinigt werden (Abb. 4-5). Die 
Ausbeute nach SEC lag bei > 20 mg Protein/L Kultur. 
Das Protein besitzt eine Molmasse von 33.87 kDa und 
einen pI-Wert von etwa 6.6. 
 
 
Abbildung 4-5: SDS-PAGE mehrerer SEC-
Fraktionen von rekombinantem FpiA. 
 
Abbildung 4-4: Wachstumsexperimente. 
Gezeigt sind die endgültigen OD600-Werte (nach 18 h) der dhbC- und 
dhbC fpiA-Kulturen mit verschiedenen Additiven. Der graue Pfeil verdeutlicht 
die vollständige Inhibierung des Wachstums der Doppelmutante bei Zugabe von 
apo-PB. Die gezeigten Daten wurden Dr. Marcus Miethke aufgenommen. 
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4.1.4.2 Fluoreszenzspektroskopie – Ligandenbindung und -affinität 
Das rekombinante Protein FpiA wurde auf 
seine Fähigkeit zur Bindung verschiedener 
möglicher Liganden untersucht. Neben dem 
Eisenkomplex von Petrobactin ([FeIII(PB)]3−)  
wurden auch die Eisenkomplexe von Biotinyl-
Petrobactin ([FeIII(biotinyl-PB)]3−),  
Bacillibactin ([FeIII(BB)]3−) sowie den 
Siderophorvorläufern 3,4- und 2,3-DHB 
getestet. Bei ersten Messungen mit einer 
Proteinkonzentration von 1 mol L−1 wurde 
die abschließende Löschung der Fluoreszenz 
erst bei einer [FeIII(PB)]3−-Konzentration von 
4 mol L−1 beobachtet, anders als es für die 
hochaffine Bindung eines Siderophors durch 
sein SBP zu erwarten war. Das Protein/Ligand-Verhältnis beträgt in diesem Fall offenbar 1:4 
(Abb. 4-6). 
 
Tabelle 4-6: Bindungsaffinitäten von FpiA gegenüber möglichen Liganden bei pH 8.0. 
Ligand KD KD (nach Lit. [269])  
[FeIII(PB)]3− 51 ± 17 nmol L−1 113 ± 4 nmol L−1  
[FeIII(biotinyl-PB)]3− 18 ± 3 mol L−1 ‒  
[FeIII(BB)]3− 2.1 ± 0.1 mol L−1    ‒
[a]  
[FeIII(3,4-DHB)3]
6− 1 ± 1 nmol L−1[b] 4.2 ± 1 nmol L−1[c]  
[FeIII(2,3-DHB)3]
6− 286 ± 21 nmol L−1 1.23 ± 0.1 mol L−1  
 [a]  Den Autoren zufolge konnte keine „spezifische Interaktion“ zwischen FpiA (YclQ) und [Fe
III
(BB)]
3−
 beobachtet 
werden. 
[b] Die hohe Standardabweichung ist in der äußerst hohen Affinität von FpiA gegenüber [Fe
III
(3,4-DHB)3]
6−
 begründet, 
die um ein vielfaches niedriger ist, als die für die Messungen benötigte minimale Konzentration. Vergleiche hierzu 
auch [156] und [159]. 
[c] Den Autoren zufolge bildet 3,4-DHB unter ihren experimentellen Bedingungen eine Mischung aus ML- und 
ML2-Komplexen. 
KD: Dissoziationskonstante. 
 
Die weiteren Messungen zeigten hochaffine Bindungen von [FeIII(PB)]3− und [FeIII(3,4-DHB)3]
6− im 
unteren nanomolaren Bereich sowie geringere Affinitäten zu [FeIII(biotinyl-PB)]3−, [FeIII(BB)]3− und 
[FeIII(2,3-DHB)3]
6− im hohen nanomolaren bis mittleren mikromolaren Bereich. Die ermittelten 
Affinitäten sind in Tab. 4-6 angegeben und die aufgenommenen Fluoreszenzmessungen in Abb. 4-7 
dargestellt. Das Protein FpiA wurde in einer parallelen Arbeit ebenfalls charakterisiert, daher sind die 
 
Abbildung 4-6: Analyse der Fluoreszenzlöschung 
von FpiA durch [FeIII(PB)]3−. 
c: Konzentration. 
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dort erhaltenen Werte zum Vergleich angegeben. In der eigenen Auswertung für [FeIII(PB)]3− wurde 
die oben beschriebene 1:4-Stöchiometrie für [FeIII(PB)]3− bereits berücksichtigt. 
 
 
Abbildung 4-7: Analyse der Fluoreszenzlöschung von FpiA durch verschiedene Liganden. 
A) [Fe
III
(PB)]
3−
. B) [Fe
III
(biotinyl-PB)]
3−
. C) [Fe
III
(3,4-DHB)3]
6−
. D) [Fe
III
(2,3-DHB)3]
6−
. E) [Fe
III
(BB)]
3−
. c: Konzentration. 
 
Es ist besonders zu beachten, dass die Affinität von FpiA zu [FeIII(3,4-DHB)3]
6− deutlich höher als die zu 
[FeIII(PB)]3− ist und weiterhin, dass sich die ermittelten Werte für [FeIII(PB)]3− und [FeIII(biotinyl-PB)]3− 
um fast drei Größenordnungen unterscheiden. 
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4.1.4.3 Circulardichroismus-Spektroskopie – Proteinfaltung und -stabilität, 
Ligandenkonfiguration 
Proteinfaltung 
Die Untersuchung des Proteins mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie zeigte deutlich die vorhergesagte, 
hauptsächlich -helikale Struktur des Proteins (Abb. 4-8). Diese ist insbesondere charakterisiert 
durch zwei Minima bei etwa 210 und 222 nm. Geringe Abweichungen von diesen Idealwerten sind 
auf den Anteil der -Faltblätter am Gesamproteinspektrum zurückzuführen. 
 
 
Abbildung 4-8: Fern-UV-CD-Spektrum von FpiA. 
[]MRW: mittlere molare Elliptizität pro AS, : Wellenlänge. 
 
Proteinstabilität 
Ausgehend von diesem Spektrum wurde die thermische Stabilität des Proteins mit 
ligandenabhängiger Schmelzpunktanalyse bei einer konstanten Wellenlänge von 222 nm getestet. 
Repräsentative Schmelzkurven sind in Abb. 4-9 gezeigt. 
Hierbei konnte die Bindungsstöchiometrie, die aus den Fuoreszenztitrationen abgeleitet wurde, 
bestätigt werden. Eine maximale thermische Stabilisierung von FpiA wurde mit einem 
Protein/Ligand-Verhältnis von 1:4 und höher erreicht (Abb. 4-10). 
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Abbildung 4-9: Repräsentative Schmelzkurven von FpiA mit steigenden Konzentrationen von 
[FeIII(PB)]3−. 
A) 1:0. B) 1:1. C) 1:2. D) 1:3. E) 1:4. F) 1:5. G) 1:6. H) 1:10. CD222: CD-Signal bei 222 nm, T: Temperatur. 
Ergebnisse 
82 
 
Abbildung 4-10: Schmelzpunkte von FpiA in Abhängigkeit vom molaren Verhältnis von [FeIII(PB)]3− 
zu FpiA. 
T:Temperaturdifferenz. 
 
Ligandenkonfiguration 
Siderophore können abhängig von der Stereokonfiguration ihres Metallzentrums unterschiedliche 
CD-Spektren aufweisen. Diese Stereokonfiguation kann sich auch erst bei Bindung durch das Protein 
einstellen oder nach Proteinbindung in die jeweils inverse Konfiguration umkehren. Daher wurden 
CD-Spektren der Liganden [FeIII(PB)]3− und [FeIII(3,4-DHB)3]
6− in An- und Abwesenheit von FpiA im 
sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrums aufgenommen (Abb. 4-11). Es zeigte sich, 
dass beide Liganden erst in Anwesenheit von FpiA eine spezifische Stereokonfiguration am 
Metallzentrum ausbilden. 
 
 
Abbildung 4-11: VIS-CD-Spektren von [FeIII(PB)]3− und [FeIII(3,4-DHB)3]
6− in An- und Abwesenheit 
von FpiA. 
A) [Fe
III
(PB)]
3−
. B) [Fe
III
(3,4-DHB)3]
6−
. : differentieller molarer CD-Extinktionskoeffizient, : Wellenlänge. 
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4.1.4.4 Massenspektrometrie 
Zur weiteren Untersuchung der ungewöhnlichen 1:4-Stöchiometrie von Protein/Ligand wurden 
massenspektrometrische Untersuchungen des Siderophors durchgeführt. Diese zeigten neben 
monomeren auch dimere und trimere Komplexe, etwa in einem Verhältnis von 2:3:1 (Abb. 4-12). 
Auffällig war, dass der trimere Komplex noch ein viertes Eisenion enthielt, ansonsten aber der 
Zusammensetzung eines Trimers entsprach 
 
 
Abbildung 4-12: Massenspektrometrische Analyse von Eisen(III)‒Petrobactin. 
A) ESI-FT-MS-Spektrum von Eisen(III)‒Petrobactin. B) Peaks des zweifach protonierten Monomers. Berechnet für 
[C34H44Fe1N6O11H2]
+
: 770.2569, gefunden: 770.2576. C) Peaks des sechsfach protonierten Dimers. Berechnet für 
[C68H88Fe2N12O22H6]
2+
: 771.2649, gefunden: 771.2643. D) Peaks des fünffach protonierten Trimers mit zusätzlichem Eisen. 
Berechnet für [C102H132Fe3N18O33H5Fe1]
3+
: 788.9004, gefunden: 788.9018. Die angegebenen Massen beziehen sich jeweils 
auf den intensivsten Isotopenpeak. 
 
4.1.5 Kristallisationsansätze 
Im Lauf dieser Untersuchungen wurde eine Kristallstruktur von apo-FpiA (YclQ) publiziert (PDB-Code: 
3GFV).[269] Eine hochreine, homogene FpiA-Lösung wurde unabhängig davon zu 
Kristallisationsexperimenten eingesetzt, wobei Kristalle von apo-FpiA in zahlreichen Bedingungen 
erhalten werden konnten (Abb. 4-13), selbst wenn die mit hoher Affinität gebunden Substrate 
[FeIII(PB)]3− oder [FeIII(3,4-DHB)3]
6− zugegen waren. Cokristalle mit diesen beiden Substraten konnten 
aller Anstrengungen zum Trotz nicht erhalten werden. 
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Die erhaltenen Kristalle wurden 
auf ihre Diffraktionsfähigkeit 
getestet und von den zur 
höchsten Auflösung streuenden 
Kristallen wurden Datensätze 
aufgenommen. Die in 
Anwesenheit von 
[FeIII(3,4-DHB)3]
6− gewachsenen 
apo-Kristalle kristallisierten in 
der bereits bekannten 
Raumgruppe P21 mit zwei 
Proteinen in der 
asymmetrischen Einheit. 
Daneben wurden Kristalle in der 
Raumgruppe P1 mit vier 
Proteinmolekülen in der 
asymmetrischen Einheit 
erhalten. Da alle Kristalle jedoch nur bis zu einer deutlich geringeren Auflösung diffraktierten als die 
bereits publizierte Struktur, keine Differenzelektronendichte auf Ligandenbindung hindeutete und 
keine konformationellen Veränderungen des Proteins erkennbar waren, wurde auf eine Verfeinerung 
dieser Strukturen verzichtet. Die Kristallisationsbedingungen der vermessenen Kristalle sind in 
Tab. 4-7 und die erhaltenen kristallographischen Parameter in Tab. 4-8 angegeben. 
 
Tabelle 4-7: Kristallisationsbedingungen von FpiA. 
Proteinkomplex Kristallisationslösung Proteinkonzentration 
FpiA∙4[FeIII(PB)]3− 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 4.2, 
40% (v/v) PEG 300 
40.0 mg mL−1 
FpiA∙4[FeIII(PB)]3− 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 5.00, 
45% (v/v) PEG 300 
40.0 mg mL−1 
FpiA∙[FeIII(3,4-DHB)3]
6− 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 5.00, 
40% (v/v) PEG 300 
40.0 mg mL−1 
 
Die Kristallisationansätze wurden erschütterungsfrei bei einer konstanten Temperatur von 18 °C 
inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-13: FpiA-Kristalle. 
A) bis C) Kristalle von apo-FpiA in verschiedenen Bedingungen. D) Kristall aus 
einem Cokristallisationsansatz mit [Fe
III
(PB)]
3−
, der unter Rotlicht (629 nm) 
fotographiert wurde. 
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Tabelle 4-8: Kristallographische Tabelle der vermessenen FpiA-Kristalle. 
Datensammlung apo-FpiA apo-FpiA 
Kristall FP146 FP208 
Solvensgehalt (%) 37.9 41.7 
Röntgenquelle ID14-2, ESRF ID23-1, ESRF 
Wellenlänge (Å) 0.93300 0.93925 
Detektor ADSC Q315R 225 mm MarMOSAIC 
Raumgruppe P1 P21 
a, b, c (Å) 36.00, 67.57, 112.07 82.89, 36.28, 95.01 
, ,  (°) 100.03, 92.47, 88.31 90.00, 90.57, 90.00 
Auflösung (Å) 46.60-2.65 47.46-2.68 
Beobachtete Reflexe[a] 116407 (17094) 58143 (7374) 
Einzigartige Reflexe[a] 29573 (4327) 16283 (2291) 
Vollständigkeit (%)[a] 97.9 (97.1) 99.4 (97.6) 
‹I› / ‹I›[a] 18.3 (2.0) 24.2 (2.1) 
Rmerge
[a,b] 0.070 (0.711) 0.035 (0.565) 
Mosaizität (°) 0.25 0.17 
Wilson B-Faktor (Å2) 62.8 80.2 
[a]  Werte in Klammern entsprechen der höchsten Auflösungsschale. 
[b]  Rmerge = hkl i (Ii(hkl) − <I(hkl)>) / hkl i Ii(hkl) 
 
Da auch in den Cokristallisationsansätzen nur apo-Kristalle erhalten werden konnten, wurden 
soaking-Experimente der FpiA-Kristalle mit [FeIII(PB)]3− durchgeführt, die allerdings ebenfalls nicht 
zum gewünschten Erfolg führten. Teilweise lösten sich die Kristalle bereits nach einer Inkubationszeit 
von < 1 min auf. Ein weiteres Problem stellte der pH-Wert der Kristallisationslösung (in der Regel 
< 7.0) dar, da [FeIII(PB)]3− unter diesen Bedingungen ausfiel. Eine vorherige Transferierung der 
Kristalle in entsprechende Kristallisationslösungen mit denselben Präzipitanskonzentrationen aber 
höherem pH-Wert vermochte dieses Problem nicht zu lösen. 
 
4.2 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung des 
Triscatecholat-Bindungsproteins FeuA 
Ein feuA-Konstrukt aus B. subtilis ATCC 21332 mit C-terminalem His6-Tag unter T7-Promotorkontrolle 
wurde von Oliver Klotz kloniert[191,194] und für alle weiteren Arbeiten verwendet. Es handelt sich 
hierbei um das Substratbindungsprotein des ABC-Transporters FeuABC‒YusV2, der für den Import der 
eisenbeladenen Siderophore Bacillibactin und Enterobactin zuständig ist (Abb. 4-14).[185,191] Im 
nativen System ist FeuA über eine Lipidmodifikation in der Cytoplasmamembran verankert. Das 
vorausgesagte Signalpeptid inklusiv des Lipidanker-bindenden Cys-Restes wurde bei der Klonierung 
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allerdings nicht berücksichtigt.  Das rekombinante Protein hat ein Molekulargewicht von 34.75 kDa 
und sein pI-Wert liegt bei etwa 7.2.  
 
 
Abbildung 4-14: Schematische Darstellung des ABC-Transporters FeuABC‒YusV2. 
 
4.2.1 Expression, Reinigung und Kristallisation 
Die Expression erfolgte unter Standardbedingungen und die 
nachfolgende Reinigung mittels Ni2+‒NTA- und 
Größenausschlusschromtographie ergaben homogenes 
FeuA-His6-Fusionsprotein (Abb. 4-15) in sehr guten 
Ausbeuten (> 20 mg Protein/L Kultur). Für 
Cokristallisationsansätze wurde nach der Reinigung mittels 
Ni2+‒NTA-Chromatographie ein zweifacher molarer 
Überschuss des jeweiligen Liganden zur Proteinlösung 
gegeben und etwa 15 min auf Eis inkubiert. Die Abtrennung 
des Ligandenüberschusses erfolgte mittels SEC. Die so 
erhaltenen homogenen Protein‒Ligand-Komplexe wurden 
dann für die Cokristallisation verwendet. 
Die besten Kristalle von apo-FeuA wurden mit der sitting 
drop-Dampfdiffusionsmethode direkt aus den ersten sparse 
matrix-Screens erhalten (JCSG+, Lösung Nr. 73). Das 
Tropfenvolumen betrug dabei 600 nL, die 
Proteinkonzentration 8.7 mg mL−1 und die Temperatur 18 °C. 
 
 
Abbildung 4-15: SDS-PAGE mehrerer 
SEC-Fraktionen von rekombinantem 
FeuA. 
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Abbildung 4-16: Optimierung der FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Kristalle. 
A) Erste Nadeln. B) Nadeln von einem einzigen Nukleationskeim ausgehend. C) Vereinzelte Nadeln. D) Nadeln und erste 
Blättchen. E) Größere Blättchen. F) Dreidimensionale Einkristalle. 
 
 
Abbildung 4-17: FeuA-Kristalle. 
A) apo-FeuA, Kristallform I. B) apo-FeuA, Kristallform II. C) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. D) FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
. E) FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
. 
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Die Kristalle wuchsen innerhalb von 24 h und diffraktierten am Synchrotron bis zu einer Auflösung 
von 1.55 Å. Weitere Kristalle von apo-FeuA wuchsen ebenfalls in Screenbedingungen, diese 
diffraktierten jedoch nur bis zu einer Auflösung von etwa 3.10 Å und die Qualität der Kristalle konnte 
trotz intensiver Bemühungen nicht weiter optimiert werden. Kristalle der FeuA-Komplexe mit den 
Siderophorkomplexanionen [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3−, die zu hoher Auflösung 
diffraktierten, konnten nach intensiver Optimierung der Kristallisationsbedingungen erhalten werden 
(Abb. 4-16). Dabei wurde neben dem pH-Wert insbesondere die Art und Konzentration des 
Präzipitans PEG variiert. Diese Kristalle wurden alle in ähnlichen Kristallisationslösungen erhalten und 
wuchsen in einem Zeitraum von zwei Tagen bis zwei Wochen.  
 
Tabelle 4-9: Kristallisationsbedingungen der FeuA-Kristalle. 
Proteinkomplex Kristallisationslösung Proteinkonzentration 
apo-FeuA 0.1 mol L−1 HEPES pH 7.0 
30% (v/v) Jeffamine ED-2001 pH 7.0 
7.8 mg mL−1 
apo-FeuA 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 4.2 
40% (v/v) PEG 300 
7.8 mg mL−1 
FeuA∙[FeIII(BB)]3− 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 5.2 
30% (v/v) PEG 600 
40.0 mg mL−1 
FeuA∙[FeIII(Ent)]3− 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 5.2 
34% (v/v) PEG 600 
40.0 mg mL−1 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3− 0.1 mol L−1 Phosphat-Citrat pH 5.0 
45% (v/v) PEG 300 
40.0 mg mL−1 
Die Kristallisationansätze wurden erschütterungsfrei bei einer konstanten Temperatur von 18 °C inkubiert. 
 
Die Tropfenvolumina betrugen 1 L, die Proteinkonzentrationen 40.0 mg mL−1 und die Temperatur 
18 °C. Anzumerken bleibt, dass die Qualität der so erhaltenen Kristalle nicht einheitlich war. Pro 
FeuA‒Siderophor-Komplex mussten etwa 20 Kristalle getestet werden, um die Kristalle mit den 
angegebenen hohen Auflösungen zu finden. Typische Kristalle sind in Abb. 4-17 gezeigt und die 
Kristallisationsbedingungen für alle Kristalle sind in Tab. 4-9 angegeben. 
 
4.2.2 Datensammlung, Strukturlösung und -verfeinerung 
Die erhaltenen Kristalle wurden mit Glycerin-haltigem Cryopuffer behandelt und erst dann in N2(l) 
schockgefroren, soweit keine ausreichend hohe Konzentration von niedermolekularem PEG in den 
Kristallisationslösungen vorhanden war. Hochauflösende Datensätze der Kristalle wurden im 
Kaltstickstoffstrom (100 K) an Beamlines der ESRF in Grenoble, Frankreich aufgenommen (Abb. 4-18). 
Die so erhaltenen Diffraktionsbilder der Kristalle wurden mit dem Programm XDS[234] indiziert und 
prozessiert, die anschließende Datenreduktion erfolgte mit XSCALE.[234] Die hochauflösenden Kristalle 
von apo-FeuA gehörten zur Raumgruppe P41212 und entsprachen mit ihren dazugehörigen 
Zellparametern der bereits bekannten Kristallform von FeuA (PDB-Code: 2PHZ). 
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Abbildung 4-18: Am Synchrotron vermessene FeuA-Kristalle. 
A) apo-FeuA. B) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. C) FeuA∙[Fe
III
(Ent]
3−
. D) FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
. Links ist jeweils der in einer Nylonschleife 
montierte Kristall gezeigt, rechts ein beispielhaftes Diffraktionsbild. 
 
Die niederaufgelösten apo-FeuA-Kristalle gehörten zur Raumgruppe I222 und stellten somit eine 
neue Kristallform dar. Die Cokristalle von FeuA mit [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− 
streuten bis zu hoher oder mittlerer Auflösung und konnten alle der Raumgruppe P21 zugeordnet 
werden (Tab. 4-10). Die Strukturlösung der apo-Kristalle und des FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplexes 
erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Lars-Oliver Essen (FB Chemie, Philipps-Universität 
Marburg). 
 
Tabelle 4-10: Parameter vermessener FeuA-Kristalle. 
Proteinkomplex Kristall Solvensgehalt Auflösung Raumgruppe 
apo-FeuA FP003 35.9% 1.55 Å P41212 
apo-FeuA FP050 60.9% 3.10 Å I222 
FeuA∙[FeIII(BB)]3− FP103 33.7% 1.70 Å P1211 
FeuA∙[FeIII(Ent)]3− FP181 33.7% 1.90 Å P1211 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3− FP160 36.2% 2.15 Å P1211 
 
Die Strukturlösung für den niederaufgelösten Datensatz von apo-FeuA und FeuA∙[FeIII(BB)]3− erfolgte 
mit der Methode des molekularen Ersatzes mit dem PHASER-Programm[235,238] mit der bereits 
bekannten FeuA-Struktur als Suchmodell (PDB-Code: 2PHZ) und die von FeuA∙[FeIII(Ent)]3− und 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3− mit der FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Struktur als Suchmodell (PDB-Code: 2WHY). Als 
Modell für die Strukturlösung der bekannten apo-FeuA-Kristallform diente die bereits in der PDB 
hinterlegte FeuA-Struktur (PDB-Code: 2PHZ), die direkt im Programm REFMAC5[235,241] zur 
Verfeinerung der Struktur verwendet wurde, wobei die Annahme zu Grunde gelegt wird, dass die 
Kristallpackung bei gleicher Raumgruppe und gleichen Zellparametern identisch sei. 
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Für die Lösung des FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplexes musste das Suchmodell in drei Ensembles unterteilt 
werden, die die N- und C-terminale Domäne bzw. die Rückgrat--Helix enthielten. Eine direkte 
Verfeinerung der FeuA∙[FeIII(Ent)]3−- und FeuA∙[FeIII(mecam)]3−-Komplexe war nicht möglich 
(vermutlich aufgrund der leicht geänderten Zellparameter), eine Phasenbestimmung mit dem 
PHASER-Programm erbrachte jedoch eindeutige Lösungen. Die erhaltenen Strukturmodelle wurden 
anschließend mit den Programmen REFMAC5[235,241] und Coot[239-240] manuell modifiziert und 
verfeinert.  
 
Tabelle 4-11: Kristallographische Tabelle der nativen FeuA-Kristalle. 
Datensammlung native Kristallform I native Kristallform II 
PDB-Code 2WI8 − 
Röntgenquelle ID29, ESRF ID14-4, ESRF 
Wellenlänge (Å) 0.97623 0.93300 
Detektor ADSC Q315R ADSC Q315r CCD 
Raumgruppe P41212 I222 
a, b, c (Å) 54.71, 54.71, 177.66 74.81, 141.30, 242.85 
, ,  (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 
Auflösung (Å) 19.23-1.55 46.24-3.02 
Beobachtete Reflexe[a] 184567 (25775) 162764 (23844) 
Einzigartige Reflexe[a] 39175 (5445) 25752 (3687) 
Vollständigkeit (%)[a] 98.1 (95.9) 99.9 (100.0) 
‹I› / ‹I›[a] 17.5 (4.8) 6.6 (2.0) 
Rmerge
[a,b] 0.056 (0.372) 0.173 (0.711) 
Mosaizität (°) 0.44 0.84 
Wilson B-Faktor (Å2) 16.6 91.4 
Verfeinerung   
Rwork, Rfree
[c,d] 18.2, 21.5 − 
Verwendete Reflexe 38175 − 
Mittlerer B-Faktor (Å2) 20.3 − 
Anzahl der Atome 2489 − 
rmsd vom Ideal:   
Bindungslängen (Å) 0.012 − 
Bindungswinkel (°) 1.349 − 
[a]  Werte in Klammern entsprechen der höchsten Auflösungsschale. 
[b]  Rmerge = hkl i (Ii(hkl) − <I(hkl)>) / hkl i Ii(hkl) 
[c]  Rwork =  (Fgef.−Fber.) /  (Fgef.) 
[d]  Rfree: Kristallographischer R-Faktor basierend auf 2.6% (native Kristallform I) der Daten, die nicht für die 
Verfeinerung verwendet wurden. 
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Tabelle 4-12: Kristallographische Tabelle der FeuA‒Siderophor-Kristalle. 
Datensammlung FeuA∙[FeIII(BB)]3− FeuA∙[FeIII(Ent)]3− FeuA∙[FeIII(mecam)]3− 
PDB-Code 2WHY 2XUZ 2XV1 
Röntgenquelle ID29, ESRF ID14-2, ESRF ID14-2, ESRF 
Wellenlänge (Å) 0.91840 0.93300 0.93300 
Detektor ADSC Q315R ADSC Q4 CCD ADSC Q4 CCD 
Raumgruppe P21 P21 P21 
a, b, c (Å) 39.53, 63.14, 55.53 36.44, 63.56, 56.52 39.96, 63.44, 56.21 
 (°) 110.44 100.65 110.27 
Auflösung (Å) 19.76-1.70 41.83-1.90 40.55-2.15 
Beobachtete Reflexe[a] 102354 (15162) 61441 (8791) 41311 (6091) 
Einzigartige Reflexe[a] 28022 (4113) 19907 (2852) 13962 (2074) 
Vollständigkeit (%)[a] 99.2 (99.5) 99.1 (97.7) 96.9 (98.3) 
‹I› / ‹I›[a] 20.1 (3.4) 14.8 (2.5) 18.4 (2.2) 
Rmerge
[a,b] 0.042 (0.520) 0.058 (0.493) 0.046 (0.595) 
Mosaizität (°) 0.33 0.52 0.25 
Wilson B-Faktor (Å2) 24.4 21.4 39.1 
Verfeinerung    
Rwork, Rfree
[c,d] 15.7, 19.1 18.5, 24.3 17.8, 23.7 
Verwendete Reflexe 25537 18136 12740 
Mittlerer B-Faktor (Å2) 23.3 22.4 38.3 
Anzahl der Atome 2403 2430 2314 
rmsd vom Ideal:    
Bindungslängen (Å) 0.009 0.009 0.008 
Bindungswinkel (°) 1.159 1.213 1.142 
[a]  Werte in Klammern entsprechen der höchsten Auflösungsschale. 
[b]  Rmerge = hkl i (Ii(hkl) − <I(hkl)>) / hkl i Ii(hkl) 
[c]  Rwork =  (Fgef.−Fber.) /  (Fgef.) 
[d]  Rfree: Kristallographischer R-Faktor basierend auf 8.8% (FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
), 5.0% (FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
) bzw. 7.2%  
(FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
) der Daten, die nicht für die Verfeinerung verwendet wurden. 
 
Dabei wurden stets zunächst die Haupt- und Seitenketten des Proteins verfeinert und anschließend 
Liganden und Wassermoleküle in die Elektronendichte eingepasst. Stereochemische 
Bibliothekseinträge der Liganden wurden wie folgt erhalten: BB wurde aus drei Einheiten Threonin, 
drei Einheiten Glycin sowie drei Einheiten 2,3-DHB (Daten vom Hetero-compound Information 
Centre Uppsala (HIC-Up)) zusammengesetzt.[253-255] Die Ent-Bibliothek wurde durch den 
PRODRG2.5-Server (beta) berechnet.[259] Dabei wurden die Koordinaten des [GaIII(Ent)]3−-Komplexes 
(ohne Metallion) aus der NMR-Struktur des Lipocalins Q83∙[GaIII(Ent)]3−-Komplexes (PDB-Code: 2KT4, 
Bezeichnung: eb4)[67] als Ausgangsbasis verwendet. Die Bibliothek für mecam wurde direkt aus der 
HIC-Up-Datenbank erhalten (Bezeichnung: eca). Anhand der so erhaltenen stereochemischen 
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Parameter und Koordinaten 
wurden die Metall‒Siderophor-
Komplexe in die Elektronendichte 
eingebaut und die Verfeinerung 
fortgeführt. Die Tab. 4-11 und 
4-12 enthalten die Statistiken für 
Datensammlung und Verfeinerung 
der vermessenen Kristalle. 
Allen bis zu hoher Auflösung 
streuenden Kristallen waren ein 
niedriger Solvensgehalt und eine 
enge Kristallpackung gemein.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-20: Strukturgalerie der in dieser Arbeit gelösten Proteinkomplexe. 
A) apo-FeuA. B) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. C) FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
. D) FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
. Die N- und C-terminale Domäne sowie die 
verbindende -Helix sind in jeweils unterschiedlichen Farbschattierungen gezeigt. 
 
 
Abbildung 4-19: Kristallgitter der Kristallform II von apo-FeuA. 
Die drei Moleküle der ursprünglichen asymmetrischen Einheit sind rot 
dargestellt. 
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Der zweite erhaltene apo-FeuA-Kristall hingegen wies einen sehr hohen Solvensgehalt von fast 61% 
auf. Nach Strukturlösung zeigten sich entsprechend riesige Kanäle im Kristallgitter (Abb. 4-19). Diese 
röhrenartige Struktur erklärt sowohl den hohen Solvensgehalt als auch die längliche Morphologie der 
Kristalle. Da die Auflösung der nativen Kristallform II jedoch deutlich geringer als die der nativen 
Kristallform I war und keine signifikaten Domänenbewegungen in dieser Kristallform zu beobachten 
waren, wurde auf eine weitere Verfeinerung der Struktur verzichtet. 
Die vier Strukturen, die in der PDB deponiert wurden sind in Abb. 4-20 gezeigt. Dabei wurde eine 
Farbzuordnung angewandt, die in dieser Arbeit, soweit nicht anders angegeben, durchgängig 
Verwendung finden soll: Grau steht für apo-FeuA, rot für FeuA∙[FeIII(BB)]3−, blau für FeuA∙[FeIII(Ent)]3− 
und grün für FeuA∙[FeIII(mecam)]3−. Gleiches gilt für die Farbzuordnung der Kohlenstoffatome der 
Liganden: Dunkelgrün für BB, gelb für Ent und violett für mecam. 
 
4.2.3 Gesamtproteinstruktur 
FeuA besteht aus zwei unabhängigen, nicht-symmetrischen, globulären Domänen, dabei umfasst die 
N-terminale Domäne die Reste 1-142 und die C-terminale Domäne die Reste 165-312. Die zwei 
Domänen sind durch eine lange Rückgrat--Helix miteinander verbunden, die durch die Reste 
143-164 gebildet wird. Die Siderophorbindungsstelle wird zwischen den beiden Domänen an ihrer 
Berührungsfläche gebildet. Während keinerlei detektierbare Sequenzhomologie zwischen beiden 
Domänen existiert, ist ihr generelles Faltungsmotiv sehr ähnlich, sie weisen beiden eine 
Rossmann-ähnliche Faltung auf. Der Kern der N-terminalen Domäne besteht aus einem 
dreisträngigen, parallelen -Faltblatt, das von zahlreichen -Helices und einem zweisträngigen, 
antiparallelen -Faltblatt umgeben wird. Der Kern der C-terminalen Domäne ist ebenfalls aus einem 
gemischten viersträngigen -Faltblatt aufgebaut (davon drei parallele Stränge), das wiederum von 
zahlreichen -Helices flankiert wird. Der Verlauf der -Faltblätter ist dabei 1−2−3 für den Kern 
der N-terminalen Domäne und 2−1−3−4 für den Kern der C-terminalen Domäne. 
 
 
Abbildung 4-21: Sekundärstrukturelemente und Oberfläche von FeuA. 
A) Darstellung mit Bezeichnung der Sekundärstrukturelemente. B) Oberflächendarstellung. -Helices sind rot, -Faltblätter 
gelb und Loops grün dargestellt. 
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Die Bezeichnung der Sekundärstrukturelemente ist in Abb. 4-21 dargestellt und Tab. 4-13 zeigt eine 
Liste der Sekundärstrukturelemente für die in dieser Arbeit gelösten Strukturen. 
 
Tabelle 4-13: Sekundärstrukturelemente der FeuA-Komplexe. 
Sekundärstruktur-
Element 
apo-FeuA FeuA∙[FeIII(BB)]3− FeuA∙[FeIII(Ent)]3− FeuA∙[FeIII(mecam)]3− 
ungeordnet 1-16 1-18 1-18 1-17 
1 18-24 20-24 20-24 20-24 
2 27-33 27-31 27-31 27-31 
3 38-40 38-40 38-40 38-40 
1 43-54 43-54 43-54 43-54 
4 59-62 59-62 59-62 59-62 
2 68-72 68-72 68-72 68-72 
5 79-83 79-83 79-83 79-83 
3 88-96 88-96 88-96 88-96 
6 99-103 99-103 99-103 99-103 
4 107-116 107-115 107-115 107-115 
7 120-123 120-123 120-123 120-123 
5 129-142 129-142 129-142 129-142 
6 143-165 143-165 143-165 143-165 
7 166-171 166-171 166-171 166-171 
8 174-180 174-180 174-180 174-180 
9 183-186 183-186 183-186 183-186 
8 193-202 193-198 193-198 193-198 
9 206-212 206-211 206-212 206-212 
′ − − 216-217 216-217 
10 219-227 219-227 219-227 219-227 
10 230-235 230-235 230-235 230-235 
11 237-240 237-241 237-241 237-241 
12 245-253 245-253 245-252 245-253 
13 253-258 255-258 253-258 254-258 
14 259-264 259-265 259-264 259-264 
11 267-269 267-269 267-269 267-269 
15 280-296 280-297 280-296 280-296 
ungeordnet 297-312 298-312 297-312 297-312 
 
Die Oberfläche des Proteins wird im Wesentlichen von den -Helices ausgebildet, während die 
-Faltblätter im Kern der Domänen verborgen sind. Die Oberfläche der Bindungsspalte wird 
hauptsächlich von langen Loops gebildet, die die -Helices und -Faltblätter der jeweiligen Domäne 
Ergebnisse 
95 
miteinander verbinden und weiterhin Interaktionen mit AS der jeweils anderen Domäne eingehen). 
Die verbrückende Helix 6 zwischen beiden Domänen verläuft in ihrer Längsrichtung etwa vom 
Zentrum der einen Domäne zum Zentrum der anderen. Dabei liegen die Helices 5 und 15 von der 
N- bzw. C-terminalen Domäne seitlich versetzt annähernd parallel zur Rückgrat--Helix. Die drei 
Helices bilden so eine stabile Substruktur des Proteins (Abb. 4-21). 
Eine Voraussage von ungeordneten Regionen im Protein mit dem DISOPRED2-Server[251-252] ergab, 
dass die Reste 1-21 des klonierten Konstrukts (bzw. Reste 1-21 des reifen Proteins) sowie die Reste 
305-311 (ausschließlich Reste des Affinitätstags) ungeordnet sein sollten. In allen Strukturen waren 
diese Reste wie vorausgesagt weitestgehend ungeordnet und wiesen keine definierte 
Elektronendichte auf. Die AS-Reste 18-33 weisen viele hydrophile Reste auf und formen ein 
zweisträngiges antiparalleles -Faltblatt, das in den holo-Strukturen etwas kürzer ist (AS-Reste 
20-31). Dieses tritt in manchen Strukturen von Klasse III-Bindungsproteinen auf, jedoch längst nicht 
in allen. Es ist dem eigentlichen Kern der N-terminalen Domäne angelagert und schmiegt sich an 
deren Oberfläche (Abb. 4-22). 
 
 
Abbildung 4-22: -Faltblatt am N-Terminus von FeuA. 
A) Seitliche Ansicht auf das -Faltblatt. B) Blick von unten auf die das -Faltblatt. Dieses ist in orange, die Oberflächen der 
N- und C-terminalen Domäne sowie der -Helix in verschiedenen Grauschattierungen dargestellt. 
 
Alle Strukturen sind als eher starr anzusehen und weisen in der Gesamtbetrachtung keine drastisch 
erhöhten B-Faktoren abgesehen von den Termini auf. Bereiche leicht erhöhter Flexibilität liegen bei 
den vier Strukturen insbesondere am Übergang zwischen Rückgrat-Helix (6) und C-terminaler 
Domäne, weiterhin in Helices an der Oberfläche, die beim Transportprozess in die Nähe der 
Cytoplasmamembran kommen würden. Teilweise unterscheiden sich die Regionen leicht erhöhter 
Flexibilität zwischen der apo- und den holo-Strukturen. 
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4.2.4 Domänenbewegung 
Untypisch für ein Substratbindungsprotein der Klasse III zeigt FeuA starke konformationelle 
Veränderungen bei Bindung eines Substrats: Die N- und C-terminale Domäne rücken deutlich näher 
zusammen, wie dies für SBP der Klasse I oder II üblich ist. Wenn die N-terminalen Domänen der 
apo- und holo-Strukturen überlagert werden, lässt sich eine Verschiebung der C-terminalen Domäne 
von etwa 20° berechnen. Diese eigenen Berechnungen wurden durch den DynDom-Server bestätigt, 
welcher einen Rotationswinkel von 19.4° errechnete (allerdings bezogen auf die N-terminale 
Domäne, daher die geringen Abweichungen). Betrachtet man den Abstand zwischen den hoch 
konservierten Resten E90 und E221, die voraussichtlich für die Interaktion mit der 
Membranpermease FeuBC verantwortlich sind, so können apo- und holo-Struktur deutlich 
voneinander unterschieden werden. Die Differenz der Abstände zwischen den C-Atomen beider 
Reste zwischen apo- und holo-FeuA beträgt etwa 4 Å. Die genauen Abstände für alle Komplexe sind 
in Tab. 4-14 angegeben. 
 
Tabelle 4-14: Vergleich der Abstände zwischen den konservierten Glu-Resten in FeuA und seinen 
Siderophorkomplexen. 
Protein‒Siderophor-Komplex Abstand E90−E221[a] Abstand apo-/holo-E221[a,b] 
apo-FeuA 48.5 Å ‒ 
FeuA∙[FeIII(BB)]3− 44.4 Å 11.3 Å 
FeuA∙[FeIII(Ent)]3− 43.7 Å 11.4 Å 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3− 44.5 Å 11.2 Å 
[a]  Die Abstände beziehen sich jeweils auf die C-Atome. 
[b]  Vorausgesetzt ist eine vorherige Überlagerung der N-terminalen Domänen. 
 
Neben der bloßen Annäherung findet im Rahmen der Domänenbewegung weiterhin eine seitliche 
Verschiebung statt, so dass ein Winkel von etwa 13° zwischen den besagten Resten aufgespannt 
wird. Der Abstand zwischen den C-Atomen von apo- und holo-E221 beträgt dabei etwa 11.3 Å 
(jeweils bezogen auf vorherige Überlagerung der N-terminalen Domänen, siehe Abb. 4-23A). 
Bei einer Überlagerung der Sekundärstrukturelemente von apo- und holo-Strukturen mit dem 
Programm Coot[239] betrug die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (rmsd) für 
FeuA∙[FeIII(BB)]3−, FeuA∙[FeIII(Ent)]3−, bzw. FeuA∙[FeIII(mecam)]3− 2.15 Å, 2.16 Å und 2.11 Å für je 272 
AS-Reste (jeweils bezogen auf apo-FeuA). Bei einer Überlagerung der holo-Strukturen untereinander 
wurden rmsd-Werte von 0.38 Å für 278 C-Positionen von FeuA∙[Fe
III(Ent)]3− und 0.26 Å für 282 
C-Positionen von FeuA∙[Fe
III(mecam)]3− gefunden, jeweils bezogen auf FeuA∙[FeIII(BB)]3− gefunden 
(Tab. 4-15, Abb. 4-23B). 
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Abbildung 4-23: Überlagerung von apo- und holo-Strukturen von FeuA. 
A) Überlagerung der N-terminalen Domäne von apo-FeuA (grau) und FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
 (rot). Eingezeichnet sind die 
jeweiligen Abstände zwischen E90 und E221. B) Überlagerung von FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
 (rot), FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
 (blau) und 
FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
 (grün). 
 
Tabelle 4-15: Vergleich der holo-Strukturen hinsichtlich der Kippbewegung der Domänen und 
Abweichungen. 
Protein‒Siderophor-
Komplex 
Kippbewegung der Domänen 
gegenüber apo-Struktur 
rmsd gegenüber 
apo-Struktur 
rmsd gegenüber 
holo-Struktur[a] 
FeuA∙[FeIII(BB)]3− 20.2° 2.15 Å ‒ 
FeuA∙[FeIII(Ent)]3− 20.8° 2.16 Å 0.38 Å 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3− 20.4° 2.11 Å 0.26 Å 
 [a]  Der holo-Vergleich bezieht sich auf FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. 
rmsd: Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung. 
 
4.2.5 Bindungstasche 
Die FeuA-Bindungstasche weist eine basische Triade auf, die von den AS-Resten K84 und K105 von 
der N-terminalen Domäne und R180 von der C-terminalen Domäne gebildet wird. Diese bindet die 
Liganden durch elektrostatische Wechselwirkungen, welche hauptsächlich gegen die 
meta-Catecholat-Sauerstoffatome des jeweiligen Liganden gerichtet sind. Ein Rest der basischen 
Triade interkaliert stets zwischen zwei Catecholateinheiten, die Abstände zu den zwei 
meta-Sauerstoffatomen sind dabei jedoch nicht gleich (siehe auch Abb. 4-33, 4-35 und 4-37). Die 
Liganden sind durch die basische Triade fest gebunden. Diese ist selbst im Komplex äußerst starr und 
weist eine geringe konformationelle Flexibilität auf. Die Differenzelektronendichtekarten der 
Liganden und der basischen Triade aller Strukturen sind in Abb. 4-24 gezeigt. Die basische Triade von 
apo-FeuA besitzt im Gegensatz zu den Komplexen keine wohldefinierte Elektronendichte. 
Um die Bedeutung der basischen Triade für die Ligandenbindung näher zu untersuchen, wurden 
Alaninvarianten der drei Reste mittels ortsgerichteter Mutagenese hergestellt. Expression und 
Reinigung erfolgten analog zum nativen Protein. Weiterhin wurden die Reste R178 in der 
Bindungstasche und K213 auf der Oberfläche der C-terminalen Domäne einzeln zu Alanin mutiert. 
Die so erhaltenen FeuA-Varianten K84A, K105A und R180A sowie R178A und K213A wurden 
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fluoreszenzspektroskopisch auf ihre Fähigkeit zur Ligandenbindung untersucht (siehe Kapitel 4.2.6). 
Ausserdem wurde die Fähigkeit zur Stabilisierung der Proteinfaltung CD-spektroskopisch mittels 
ligandenabhängiger Schmelzpunktanalyse untersucht (siehe Kapitel 4.2.7). 
 
 
Abbildung 4-24: Differenzelektronendichte der basischen Triade und der Liganden. 
A) apo-FeuA. B) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. C) FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
. D) FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
. Gezeigt ist die 
(2 Fgef.−Fber.)-Elektronendichte (Konturierungsniveau 1 ) für die basische Triade und die SIGMAA-gewichtete 
(Fgef.−Fber.)-Differenzelektronendichte für die Liganden (bei [Fe
III
(BB)]
3−
 auch für die drei Wassermoleküle (dunkelrote 
Kugeln)) mit einem Konturierungsniveau von 2.7 . 
 
Das Profil der Protein-Ligand-Wechselwirkung weist mit Q181 und Q215 nur zwei weitere Reste auf, 
die über Wasserstoffbrückenbindungen direkt mit dem jeweiligen Liganden interagieren. Das 
Amidproton der Seitenkette von Q181 interagiert mit der Carbonylfunktion einer Catecholat-Einheit. 
Die Bindung von Q181 ist im FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplex stark ausgeprägt, im 
FeuA∙[FeIII(Ent)]3−-Komplex deutlich schwächer und im FeuA∙[FeIII(mecam)]3−-Komplex gar nicht 
vorhanden. 
Die N‒H-Gruppe der Q215-Seitenkette zeigt ein wesentlich stärkeres Interaktionsprofil mit den 
Liganden und bildet Wasserstoffbrückenbindungen mit den ortho-Sauerstoffatomen von zwei 
Catecholateinheiten sowie der Amid-N‒H-Gruppe zwischen der Catecholateinheit und dem 
jeweiligen Bindungspartner aus (abhängig vom Liganden). Ausserdem erfolgt eine Stabilisierung des 
Restes R180 über eine Wasserstoffbrückenbindung. Im FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplex wird weiterhin eine 
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Bindung mit einem Wassermolekül gebildet, das wie in einem „Käfig“ zwischen Trilacton und 
Triscatecholat‒Metall-Zentrum gefangen ist. In den FeuA∙[FeIII(Ent)]3−- und 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3−-Komplexen findet zudem eine Interaktion zwischen dem Amidproton des 
Polypeptidrückgrats und der Carbonylfunktion einer Catecholat-Gruppe statt. 
 
 
Abbildung 4-25: Interaktionsprofile zwischen Liganden und Aminosäureresten der Bindungstasche. 
A) [Fe
III
(BB)]
3−
. B) [Fe
III
(Ent)]
3−
. C) [Fe
III
(mecam)]
3−
. D) Überlagerung der Interaktionsprofile. Die Liganden wurden der 
Übersichtlichkeit halber hier nicht dargestellt. 
 
Die Reste T104, H125, R178, N183, Y185, Y187, E239 und Q277 sind zwar an der Ausbildung der 
Bindungstasche beteiligt, weisen jedoch keine direkte Interaktion mit den Liganden auf. E239 wirkt 
mit einer zweizähnigen Interaktion als das elektrostatische Gegenlager zu R180.  
Die Reste M85, F106 und P107 zeigen keinerlei Wechselwirkungen mit den Liganden oder anderen 
Resten der Bindungstasche, tragen jedoch zu deren Gesamtform bei. Genaue Interaktionsprofile der 
Liganden sind in Abb. 4-25 sowie in Tab. 4-16, 4-17 und 4-18 gezeigt.  
Grundsätzlich weisen die an der Bindungstasche beteiligten Reste nur kleine Veränderungen auf, 
wenn [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− gebunden werden, welche als Substrate verwandt, aber 
dennoch verschieden zu [FeIII(BB)]3− sind. 
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Tabelle 4-16: Interaktionen der in die [FeIII(BB)]3−-Bindung involvierten FeuA-Reste. 
AS-Rest interagierende Gruppe Interaktionspartner Entfernung 
K84 Amin meta-O von DHB1 3.2 Å 
 Amin meta-O von DHB3 2.6 Å 
K105 Amin meta-O von DHB1 2.7 Å 
 Amin meta-O von DHB2 3.6 Å 
R180 Guanidiniumgruppe meta-O von DHB2 2.7 Å 
 Guanidiniumgruppe meta-O von DHB3 3.4 Å 
    
Q181 Amid-N‒H C=O von DHB3 3.1 Å 
Q215 Amid-N‒H Amid-N‒H von Gly3 3.3 Å 
 Amid-N‒H ortho-O von DHB2 3.2 Å 
 Amid-N‒H ortho-O von DHB3 2.9 Å 
 Amid-N‒H Wassermol. in [FeIII(BB)]3− 3.0 Å 
 Amid-C=O Guanidiniumgr. von R180 2.9 Å 
    
T104 Hydroxylgruppe Imidazolring von H125 2.7 Å 
 Hydroxylgruppe Rückgrat-C=O von V123 3.3 Å 
 Hydroxylgruppe Rückgrat-N‒H von H125 3.1 Å 
R178 Guanidiniumgruppe Hydroxylgruppe von Y187 3.0 Å 
 Guanidiniumgruppe Guanidiniumgr. von R180 3.4 Å 
N183 Amid-N‒H Amid-C=O von Q181 3.1 Å 
Y185 Hydroxylgruppe Amid-C=O von Q181 2.4 Å 
Y187 Hydroxylgruppe Amid-C=O von Q215 2.6 Å 
E239 Carboxylgruppe Guanidiniumgr. von R180 2× 2.9 Å 
Q277 Amid-C=O Amin von K105 3.2 Å 
Sofern nicht anders angegeben beziehen sich die funktionellen Gruppen auf die Seitenketten. 
 
Die Abstände der basischen Triade zu den meta-O-Atomen sind im FeuA∙[FeIII(Ent)]3−-Komplex 
insgesamt etwas kürzer als im FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplex. Die Carbonylfunktion des K105-Rückgrats 
bildet eine zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung zu einer Amid-N‒H-Funktion von Enterobactin 
aus. Die Seitenkette von Q181 dreht sich vom Ligand weg, was in einer im Vergleich zu 
FeuA∙[FeIII(BB)]3− signifikant geschwächten Wasserstoffbrückenbindung resultiert. Des Weiteren 
verlieren N183 und Y185 ihre Wasserstoffbrückenbindungen mit der Q181-Seitenkette, welche 
teilweise durch eine zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung mit der Hauptketten-Carbonylfunktion 
von Q181 kompensiert wird. Q215 bildet mit seiner Hauptketten-N‒H-Funktion eine weitere 
Wasserstoffbrückenbindung zu einer Carbonylfunktion des Liganden, während allerdings die 
Abstände zu den ortho-O-Atomen der DHB-Funktionen des Liganden deutlich größer sind. E239, der 
elektrostatische Gegenpart zu R180, zeigt geringfügig größere Abstände für seine zweizähnige 
Interaktion mit R180, des Weiteren ist die Stabilisierung von K105 durch die 
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Wasserstoffbrückenbindung mit Q277 ebenfalls geringer als im FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplex. Die Reste 
T104, R178 und Y187 zeigen hingegen keine signifikanten Änderungen. 
 
Tabelle 4-17: Interaktionen der in die [FeIII(Ent)]3−-Bindung involvierten FeuA-Reste. 
AS-Rest interagierende Gruppe Interaktionspartner Entfernung 
K84 Amin meta-O von DHB1 2.9 Å 
 Amin meta-O von DHB3 2.5 Å 
K105 Amin meta-O von DHB1 2.9 Å 
 Amin meta-O von DHB2 3.3 Å 
 Hauptketten-C=O Amid-N‒H von DHB2 3.4 Å 
R180 Guanidiniumgruppe meta-O von DHB2 2.8 Å 
 Guanidiniumgruppe meta-O von DHB3 2.9 Å 
    
Q181 Amid-N‒H C=O von DHB3 3.6 Å 
Q215 Amid-N‒H Amid-N‒H von Ser3 3.2 Å 
 Amid-N‒H ortho-O von DHB2 3.6 Å 
 Amid-N‒H ortho-O von DHB3 3.2 Å 
 Amid-C=O Guanidiniumgr. von R180 2.8 Å 
 Hauptketten-N‒H C=O von DHB2 3.0 Å 
    
T104 Hydroxylgruppe Imidazolring von H125 2.8 Å 
 Hydroxylgruppe Rückgrat-C=O von V123 3.4 Å 
 Hydroxylgruppe Rückgrat-N‒H von H125 3.2 Å 
R178 Guanidiniumgruppe Hydroxylgruppe von Y187 2.8 Å 
 Guanidiniumgruppe Guanidiniumgr. von R180 3.3 Å 
 Guanidiniumgruppe Hydroxylgruppe von Y192 3.6 Å 
N183 Amid-N‒H Amid-C=O von Q181 3.5 Å 
Y185 ‒ ‒ ‒ 
Y187 Hydroxylgruppe Amid-C=O von Q215 2.5 Å 
 Hydroxylgruppe Guanidiniumgr. von R180 3.6 Å 
E239 Carboxylgruppe Guanidiniumgr. von R180 2.9, 3.1 Å 
Q277 Amid-C=O Amin von K105 3.5 Å 
Sofern nicht anders angegeben beziehen sich die funktionellen Gruppen auf die Seitenketten. 
 
Auch im FeuA∙[FeIII(mecam)]3−-Komplex sind die Abstände von K105 und R180 zu den 
meta-O-Atomen der Catecholatgruppen des Liganden etwas geringer als im 
FeuA∙[FeIII(BB)]3−-Komplex. R180 wird durch eine zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung mit Y187 
zusätzlich stabilisiert, K105 hingegen verliert seine Stabilisierung durch die 
Wasserstoffbrückenbindung mit Q277. Der Seitenkette von Q181 konnte keine definierte 
Elektronendichte zugewiesen werden, daher stellen sich weder die in den anderen beiden 
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Komplexen beobachteten Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Liganden noch mit N183 und Y185 
ein. Q215 bildet wie im FeuA∙[FeIII(Ent)]3−-Komplex auch eine zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung 
zwischen seiner Rückgrat-N‒H-Funktion und einer Carbonylfunktion des Liganden. Die Reste T104, 
R178 und Y187 zeigen wiederum keine signifikanten Änderungen. 
 
Tabelle 4-18: Interaktionen der in die [FeIII(mecam)]3−-Bindung involvierten FeuA-Reste. 
AS-Rest interagierende Gruppe Interaktionspartner Entfernung 
K84 Amin meta-O von DHB1 3.1 Å 
 Amin meta-O von DHB3 2.5 Å 
K105 Amin meta-O von DHB1 2.7 Å 
 Amin meta-O von DHB2 3.4 Å 
R180 Guanidiniumgruppe meta-O von DHB2 2.9 Å 
 Guanidiniumgruppe meta-O von DHB3 3.0 Å 
    
Q181 ‒ ‒ ‒ 
Q215 Amid-N‒H Amid-N‒H an DHB3 3.4 Å 
 Amid-N‒H ortho-O von DHB2 3.3 Å 
 Amid-N‒H ortho-O von DHB3 3.0 Å 
 Amid-C=O Guanidiniumgr. von R180 2.8 Å 
 Hauptketten-N‒H C=O von DHB2 3.0 Å 
    
T104 Hydroxylgruppe Imidazolring von H125 2.7 Å 
 Hydroxylgruppe Rückgrat-C=O von V123 3.2 Å 
 Hydroxylgruppe Rückgrat-N‒H von H125 3.0 Å 
R178 Guanidiniumgruppe Hydroxylgruppe von Y187 2.8 Å 
 Guanidiniumgruppe Guanidiniumgr. von R180 3.5 Å 
 Guanidiniumgruppe Hydroxylgruppe von Y192 3.6 Å 
N183 ‒ ‒ ‒ 
Y185 ‒ ‒ ‒ 
Y187 Hydroxylgruppe Amid-C=O von Q215 2.5 Å 
E239 Carboxylgruppe Guanidiniumgr. von R180 2.9, 3.1 Å 
Q277 ‒ ‒ ‒ 
Sofern nicht anders angegeben beziehen sich die funktionellen Gruppen auf die Seitenketten. 
 
Die einzige direkte Interaktion zwischen Resten der N- und der C-terminalen Domäne in allen drei 
Cokristallstrukturen ist die Wasserstoffbrückenbindung zwischen K105 und Q277, während alle 
anderen Interaktionen direkt oder indirekt auf die Präsenz des Liganden angewiesen sind. 
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Abbildung 4-26: Überlagerung der Liganden und der Bindungstasche. 
A) Überlagerung der Liganden in der Bindungstasche. [Fe
III
(BB)]
3−
 ist in grün, [Fe
III
(Ent)]
3−
 in gelb und [Fe
III
(mecam)]
3−
 in 
violett dargestellt. B) Überlagerung der die Bindungstasche ausbildenden Reste. 
 
Betrachtet man die Positionen der Liganden in der Bindungstasche, so sind diese fast identisch. Dies 
drückt sich auch in den Positionen der an der Ausbildung der Bindungstasche beteiligten Reste aus 
(Abb. 4-26), die jeweils sehr ähnliche Positionen einnehmen und damit eine in der Gesamtheit 
ähnliche Form und Oberfläche der Bindungstasche erzeugen. Indess muss berücksichtigt werden, 
dass sich die hier gezeigten Beobachtungen auf die Proteinkomplexe im kristallinen Zustand 
beziehen, welcher nur eine „Momentaufnahme“ darstellen kann und etwaige Dynamiken nur in sehr 
begrenztem Rahmen vermuten lässt. 
Die elektrostatische Oberfläche der Bindungstasche ist basisch um die negativ geladenen Substrate 
aufnehmen zu können (Abb. 4-27). Neben der Domänenbewegung zeigt auch die Bindungstasche 
Veränderungen bei Substratbindung: Negativ geladene Reste werden stärker im Inneren des Proteins 
verdeckt. Die restliche Proteinoberfläche ändert sich indess nicht signifikant. 
 
 
Abbildung 4-27: Elektrostatische Oberfläche von apo- und holo-FeuA. 
A) apo-FeuA. B) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. Gezeigt ist die elektrostatische Oberfläche von −5 (rot) bis  5 (blau) kBT/eC. 
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4.2.6 Bindungsaffinitäten 
Die Bindungsaffinität von FeuA gegenüber [FeIII(BB)]3− wurde bereits im Jahr 2006 mit 57 ± 1 nmol L−1 
bestimmt.[191] Neuere Untersuchungen zeigten Ergebnisse in derselben mittleren nanomolaren 
Größenordnung von 26.5 ± 1.4 nmol L−1[272] bzw. 15 ± 4 nmol L−1.[273] Für [FeIII(Ent)]3− wurde bereits 
eine Dissoziationskonstante von 19 ± 5 nmol L−1 ermittelt.[273] 
In eigenen Fluoreszenzuntersuchungen (Abb. 4-28) wurden die in Tab. 4-19 angegebenen 
Dissoziationskonstanten erhalten. Die Affinität für [FeIII(Ent)]3− wurde mit 40 nmol L−1 bestimmt und 
lag damit in der Größenordnung des endogenen Siderophors BB. Für das synthetische Komplexanion 
[FeIII(mecam)]3− wurde eine deutlich geringere Affinität im unteren mikromolaren Bereich 
beobachtet. Diese Untersuchungen wurden von Dr. Marcus Miethke durchgeführt. 
 
Tabelle 4-19: Affinitäten von FeuA gegenüber verschiedenen Liganden. 
Ligand KD KD (Literatur)  
[FeIII(BB)]3− ‒ 57 ± 1 nmol L−1 ([191])  
  26.5 ± 1.4 nmol L−1 ([272])  
  15 ± 4 nmol L−1 ([273])  
[FeIII(Ent)]3− 40 ± 10 nmol L−1 19 ± 5 nmol L−1 ([273])  
[FeIII(mecam)]3− 1.03 ± 0.03 mol L−1 ‒  
[FeIII(2,3-DHB)3]
6− 8.38 ± 0.26 mol L−1 ‒  
[FeIII(VB)]3− > 10mol L−1 ‒  
KD: Dissoziationskonstante. 
 
 
Abbildung 4-28: Analyse der Fluoreszenzlöschung von FeuA durch verschiedene Liganden. 
Die gezeigten Daten wurden von Dr. Marcus Miethke aufgenommen. c: Konzentration. 
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Die FeuA-Varianten K84A, K105A, R180A sowie R178A und K213A wurden mittels 
Fluoreszenzspektroskopie qualitativ auf ihre Fähigkeit untersucht, das endogene Substrat [FeIII(BB)]3− 
zu binden. 
 
 
Abbildung 4-29: Analyse der Fluoreszenzlöschung von nativem FeuA und seinen Varianten durch 
[FeIII(BB)]3−. 
A) Natives FeuA. B) FeuA-K84A. C) FeuA-K105A. D) FeuA-R178A. E) FeuA-R180A. F) FeuA-K213A. c: Konzentration. 
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Während natives FeuA sowie die Variante K213A die erwarteten Affinitäten im nanomolaren Bereich 
aufwiesen, zeigten die Alaninvarianten der basischen Triade sowie die Variante R178A deutlich 
verminderte Affinitäten, die geschätzt um etwa drei Größenordnungen geringer waren (Abb. 4-29). 
 
4.2.7 Proteinstabilisierung und thermische Stabilität 
Viele Proteine zeigen bei Bindung ihres Substrats erhöhte Schmelztemperaturen, die durch 
verstärkte Interaktionen innerhalb des Proteins und die Wechselwirkungen mit dem Liganden 
verursacht werden. Die 
Ligandenabhängigkeit sollte hier in jedem 
Fall bestehen, da die Kristallstrukturen nur 
eine einzige direkte Interaktion zwischen N- 
und C-terminaler Domäne innerhalb der 
Bindungstasche aufwiesen. Die Bedeutung 
der basischen Triade für die 
Ligandenbindung und die 
Strukturstabilisierung wurde mit 
ligandenabhängiger Schmelzpunktanalyse 
der FeuA-Varianten weiter untersucht. 
Dabei wurde das CD-Signal bei 222 nm über 
einen Temperaturbereich von 5-95 °C 
beobachtet (Abb. 4-30). 
Das native Protein und und die Variante K213A zeigten bei äquimolarer Zugabe von [FeIII(BB)]3− eine 
Erhöhung ihres Schmelzpunktes um etwa 8 °C. Die Stabilität der drei Einzelsubstitutionen der 
basischen Triade sowie der Variante R178A wurde hingegen in Gegenwart des Siderophors nicht 
beeinflusst. Die Variante R180A bildete weiterhin im Gegensatz zum nativen Protein und zu allen 
anderen Varianten bei erhöhter Temperatur ein Präzipitat. Die genauen Schmelzpunkte sind in 
Tab. 4-20 angegeben. 
Weiterhin wurde die Fähigkeit exogener Siderophore 
untersucht, das native Protein zu stabilisieren 
(Abb. 4-31). Dabei zeigte sich, dass durch [FeIII(Ent)]3− 
und [FeIII(mecam)]3− eine vergleichbare Stabilisierung 
wie durch [FeIII(BB)]3− auftritt. Hingegen konnte durch 
die Eisenkomplexanionen des entfernt verwandten 
Triscatecholatsiderophors Vibriobactin und des 
Siderophorvorläufers 2,3-DHB, [FeIII(VB)]3− und 
[FeIII(2,3-DHB)3]
6−, keine Stabilisierung der 
Proteinfaltung erreicht werden (Tab. 4-21). 
 
 
Tabelle 4-20: Schmelzpunkte der FeuA-Varianten in 
An- und Abwesenheit von [FeIII(BB)]3−. 
FeuA-Variante    TM/°C 
 − [FeIII(BB)]3− + [FeIII(BB)]3− 
nativ 58.15 ± 0.02 65.99 ± 0.04 
K84A 63.12 ± 0.03 62.93 ± 0.06 
K105A 59.64 ± 0.03 59.44 ± 0.05 
R178A 56.96 ± 0.04 57.33 ± 0.06 
R180A 58.82 ± 0.98 58.78 ± 1.04 
K213A 50.84 ± 0.05 58.74 ± 0.07 
TM: Schmelztemperatur, berechnet mit Spectra Analysis Software, 
Jasco Corporation. 
Tabelle 4-21: Schmelzpunkte von FeuA in 
Anwesenheit verschiedener Liganden. 
Ligand   TM/°C 
‒ 59.42 ± 0.03 
[FeIII(BB)]3− 65.06 ± 0.04 
[FeIII(Ent)]3− 68.82 ± 0.22 
[FeIII(mecam)]3− 70.79 ± 0.19 
[FeIII(2,3-DHB)3]
6− 59.52 ± 0.04 
[FeIII(VB)]3− 57.25 ± 0.14 
TM: Schmelztemperatur, berechnet mit Spectra 
Analysis Software, Jasco Corporation. 
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Abbildung 4-30: Schmelzkurven von nativem FeuA und seinen Varianten in An- und Abwesenheit 
von [FeIII(BB)]3−. 
CD222: CD-Signal bei 222 nm, T: Temperatur. 
 
Bei gleichmäßiger Abkühlung (Renaturierung) des Proteins zeigte sich, dass FeuA mit einem Anteil 
von etwa 80% rückgefaltet werden konnte. Dies war unabhängig davon, ob eine vorherige 
Stabilisierung mit einem der Liganden erfolgt war (Abb. 4-31). 
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Abbildung 4-31: De- und Renaturierungskurven von FeuA in Anwesenheit verschiedener Liganden. 
CD222: CD-Signal bei 222 nm, T: Temperatur. 
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4.2.8 Charakterisierung der Liganden 
4.2.8.1 [FeIII(BB)]3− 
Die strukturellen Charakteristika des durch FeuA gebundenen [FeIII(BB)]3−-Komplexanions 
entsprechen etwa denen des [VIV(Ent)]2−-Komplexanions. Die Kleinmolekülkristallstruktur dieses 
Komplexanions wurde im Jahr 1992 gelöst[274-275] und wird hier als Basis zur Beschreibung verwendet. 
Der Gesamtkomplex besitzt annähernd C3-Punktsymmetrie. Die C3-Achse wurde für die folgenden 
Berechnungen wie folgt definiert: Die drei ortho- und die drei meta-O-Atome der 
Catecholateinheiten formen jeweils eine Ebene. Die Senkrechte zum Mittel dieser Ebenen wurde 
dann als C3-Achse definiert. Da im Folgenden insbesondere die Catecholateinheiten betrachtet 
wurden, wurde von einer Definition durch den Trilactonring abgesehen, da dieser am weitesten vom 
Triscatecholat-Metall-Zentrum entfernt ist und der Bezug zu dessen Symmetrie aufgrund 
konformationeller Flexibilität nicht mehr zwangsläufig gegeben war. Die Definition der C3-Achse ist in 
Abb. 4-32 graphisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4-32: Definition der C3-Achse in [Fe
III(BB)]3−. 
A) Seitlicher Blick auf die Achse. Die die Achse definierenden Ebenen sind jeweils durch schwarze Linien dargestellt. B) Blick 
entlang der Achse. Weiterhin ist der zwölfgliedrige Ring verdeutlicht. 
 
Ein stabiler, zwölfgliedriger Ring wird durch die drei Threonin-Einheiten gebildet, die das Trilacton 
aufbauen (Abb. 4-32B). Die Stereokonfiguration der Threoninreste kann dabei eindeutig als 2S,3R 
bestimmt werden (L-Threonin), eine 2S,3S-Konfiguration wie sie in allo-L-Threonin vorkommt, kann 
ausgeschlossen werden (Abb. 4-33A). Die Carbonylgruppen des Rings zeigen vom Metallzentrum 
weg, wie dies auch im [VIV(Ent)]2−-Komplexanion beobachtet wurde. Diese Konformation wird 
energetisch durch Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert. Drei Wassermoleküle interkalieren 
zwischen den Trilactonring und das Triscatecholat‒Metall-Zentrum. Die Abstände zwischen den drei 
Wassermolekülen liegen dabei im Bereich von 3.1 Å bis 3.5 Å. Neben der Wechselwirkung mit den 
anderen Wassermolekülen formt ein einziges Wassermolekül weitere Interaktionen mit vier N‒
H-Gruppen der Amidbindungen des Liganden, einem verbrückenden O-Atom des Trilactonrings sowie 
zwei ortho-O-Atomen der Catecholateinheiten (Abb. 4-33B). Die drei Wassermoleküle fungieren 
daher als Schnittstelle für ein Wasserstoffbrückenbindungs-Netzwerk innerhalb des Liganden. 
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Die Catecholamidarme weisen annähernd Planarität auf, daher sollten die Wasserstoffatome der 
Amidbindung zwischen 2,3-DHB- und Gly-Einheiten (N‒H) eine inseitige Orientierung aufweisen und 
mit Teilen der Catecholat-Einheit einen sechsgliedrigen Ring formen. Dadurch werden die 
ortho-O-Atome der Catecholate durch Wasserstoffbrückenbindungen weiter stabilisiert. 
 
 
Abbildung 4-33: Strukturelle Charakteristika von FeuA-gebundenem [FeIII(BB)]3−. 
A) Gesamtansicht des Komplexanions. B) Abstände zwischen einem Wassermolekül und seinen Interaktionspartnern in Å. 
C) Abstände zwischen der basischen Triade und den meta-O-Atomen in Å. D) Kippungbewegung der Catecholateinheiten 
(Position entspricht (C)). Die Bindungslängen zwischen den O-Atomen und Fe
III
 sind in Å angegeben. 
 
Ein Rest der basischen Triade interkaliert stets zwischen zwei Catecholateinheiten, dabei ist der 
Abstand zu deren meta-O-Atomen jedoch nicht gleich (Abb. 4-33C). Die längeren Abstände betragen 
3.2 Å, 3.6 Å sowie 3.4 Å und die kürzeren Abstände 2.6 Å, 2.7 Å und 2.7 Å (jeweils für K84, K105 und 
R180). Die Winkel der Kippbewegung der drei Catecholateinheiten relativ zur (näherungsweisen) 
C3-Achse betragen 25.0°, 22.2° und 25.3° und bilden damit eine leicht verzerrte oktaedrische 
Koordinationssphäre des Eisen(III)-Zentrums. Die ortho- und meta-O-Atome bilden dabei Abstände 
zum Eisen(III)-Ion von jeweils 2.1 Å und 2.1 Å, 1.9 Å und 2.1 Å sowie 2.1 Å und 2.0 Å aus (Abb. 4-33D). 
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Da der Trilactonring aus drei 
L-Threonineinheiten aufgebaut ist, 
resultiert aus der Chiralität am 
Metallzentrum ( oder ) ein 
diastereomeres Komplexanion. Das 
Metallzentrum des an FeuA 
gebundenen [FeIII(BB)]3− weist eine 
-Konfiguration auf, was ebenfalls 
CD-spektroskopisch bestätigt 
wurde (Abb. 4-34). 
Die-Konfiguration, welche von 
anderen Gruppen auch für das 
Komplexanion in freier Lösung 
beobachtet wurde,[276-277] konnte in 
den eigenen Untersuchungen nicht 
festgestellt werden. 
 
4.2.8.2 [FeIII(Ent)]3− 
Die beobachtete Konfiguration des an FeuA gebundenen [FeIII(Ent)]3−-Komplexanions unterscheidet 
sich teils deutlich von der Konfiguration des [VIV(Ent)]2−-Komplexanions. Der Trilactonring weist eine 
lokal gebrochene Symmetrie auf, da eine der drei Carbonylgruppen seitlich von der Ringebene 
wegzeigt (Abb. 4-35A und B). Betrachtet man die Catecholateinheiten gesondert vom 
Trilactonrückgrat, so weist der Komplex wiederum näherungsweise C3-Punktsymmetrie auf. Die 
Planarität der Catecholamidarme und die daraus resultierenden Sechsringe sollten wiederum zur 
Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen der Amidprotonen zu den ortho-O-Atomen der 
Catecholat-Einheiten führen. 
Die kürzeren Abstände der basischen Triade zu den meta-O-Atomen betragen dabei 2.9 Å, 3.3 Å und 
2.9 Å und die kürzeren Abstände 2.5 Å, 2.9 Å und 2.8 Å (jeweils für K84, K105 und R180) (Abb. 4-35C). 
Die Winkel der Kippbewegung der drei Catecholate relativ zur (näherungsweisen) C3-Achse betragen 
11.8°, 7.6° und 10.8°. Die ortho- und meta-O-Atome bilden Abstände zum Eisen(III)-Ion von jeweils 
2.1 Å und 2.1 Å, 2.0 Å und 2.1 Å sowie 2.1 Å und 2.1 Å aus (Abb. 4-35D). 
 
Abbildung 4-34: VIS-CD-Spektren von [FeIII(BB)]3− in An- und 
Abwesenheit von FeuA. 
: differentieller molarer CD-Extinktionskoeffizient, : Wellenlänge.
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Abbildung 4-35: Strukturelle Charakteristika von FeuA-gebundenem [FeIII(Ent)]3−. 
A) Gesamtansicht des Komplexanions. Die (näherungsweise) C3-Achse ist dargestellt. B) Blick entlang der (näherungsweisen) 
C3-Achse des Komplexanions. Weiterhin ist der zwölfgliedrige Ring verdeutlicht. C) Abstände zwischen der basischen Triade 
und den meta-O-Atomen in Å. D) Kippbewegung der Catecholateinheiten (Position entspricht (C)). Die Bindungslängen 
zwischen den O-Atomen und Fe
III
 sind in Å angegeben. 
 
Das Metallzentrum des an FeuA 
gebundenen [FeIII(Ent)]3−-
Komplexanions weist ebenso wie 
[FeIII(BB)]3− -Symmetrie auf. In 
freier Lösung zeigt das 
[FeIII(Ent)]3−-Komplexanion 
hingegen -Symmetrie, was sich 
CD-spektroskopisch bestätigen ließ 
(Abb. 4-36). 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4-36: VIS-CD-Spektren von [FeIII(Ent)]3− in An- und 
Abwesenheit von FeuA. 
: differentieller molarer CD-Extinktionskoeffizient, : Wellenlänge.
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4.2.8.3 [FeIII(mecam)]3− 
Das an FeuA gebundene [FeIII(mecam)]3−-Komplexanion weist ebenfalls eine näherungsweise 
C3-Punktsymmetrie auf, die aufgrund seines sechsgliedrigen Arylrings, der das konformationell 
wesentlich flexiblere Trilactonrückgrat von BB und Ent ersetzt, deutlich zu erkennen ist (Abb. 4-37A 
und B).  
 
 
Abbildung 4-37: Strukturelle Charakteristika von FeuA-gebundenem [FeIII(mecam)]3−. 
A) Gesamtansicht des Komplexanions. B) Blick entlang der (näherungsweisen) C3-Achse des Komplexanions. C) Abstände 
zwischen der basischen Triade und den meta-O-Atomen in Å. D) Kippbewegung der Catecholateinheiten (Position 
entspricht (C)). Die Bindungslängen zwischen den O-Atomen und Fe
III
 sind in Å angegeben. 
 
Die basische Triade weist Abstände zu den meta-O-Atomen der Catecholateinheiten von 3.1 Å, 3.4 Å 
und 3.0 Å sowie 2.5 Å, 2.7 Å und 2.9 Å auf (jeweils für K84, K105 und R180) (Abb. 4-37C). 
Relativ zur (näherungsweisen) C3-Achse wurden Winkel der Kippbewegung der Catecholateinheiten 
von 13.4°, 11.3° und 12.3° beobachtet. Die Abstände der ortho- und meta-O-Atome zum Eisen(III)-Ion 
betragen 2.2 Å und 2.1 Å, 2.1 Å und 2.2 Å sowie 2.1 Å und 2.0 Å (Abb. 4-37D). In freier Lösung weist 
das [FeIII(mecam)]3−-Komplexanion keine bevorzugte Stereokonfiguration am Metallzentrum auf und 
liegt als Racemat vor. Gebunden an FeuA weist [FeIII(mecam)]3− wie auch [FeIII(BB)]3− und [FeIII(Ent)]3− 
-Konfiguration auf (Abb. 4-38). 
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Abbildung 4-38: VIS-CD-Spektren von [FeIII(mecam)]3− in An- und Abwesenheit von FeuA. 
: differentieller molarer CD-Extinktionskoeffizient, : Wellenlänge.
 
4.2.8.4 [FeIII(VB)]3− und [FeIII(2,3-DHB)3]
6− 
Die Fluoreszenzuntersuchungen zeigten, dass FeuA nicht fähig ist das [FeIII(VB)]3−-Komplexanion zu 
binden (Kapitel 4.2.6) und auch keine ligandenabhängige Schmelzpunktstabilisierung des Proteins 
auftritt (Kapitel 4.2.7). Dementsprechend sollten auch keine Veränderungen der Stereokonfiguration 
von [FeIII(VB)]3− bei Zugabe von FeuA auftreten, was durch CD-spektroskopische Untersuchungen 
bestätigt wurde (Abb. 4-39A). 
[FeIII(2,3-DHB)3]
6− wurde hingegen durch FeuA mit niedriger Affinität gebunden (Kapitel 4.2.6), 
allerdings konnte keine ligandenabhängige Schmelzpunktstabilisierung des Proteins erreicht werden 
(Kapitel 4.2.7). CD-spektroskopische Untersuchungen zeigte geringe, aber dennoch signifikante 
Anzeichen für eine -artige Konfiguration am Metallzentrum des [FeIII(2,3-DHB)3]
6−-Komplexanions 
(Abb. 4-39B). 
 
 
Abbildung 4-39: VIS-CD-Spektren von [FeIII(VB)]3− und [FeIII(2,3-DHB)3]
6− in An- und Abwesenheit 
von FeuA. 
A) [Fe
III
(VB)]
3−
 . B)  [Fe
III
(2,3-DHB)3]
6−
. : differentieller molarer CD-Extinktionskoeffizient, : Wellenlänge. 
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4.2.8.5 Vergleich der Ligandkomplexanionen 
Die drei mit hoher bis mittlerer Affinität von FeuA gebundenen Eisen(III)‒Siderophor-Kompexanionen 
zeigen insgesamt sehr ähnliche Eigenschaften, sowohl was ihren Bindungsmodus als auch was ihre 
geometrischen und stereochemischen Charakteristika angeht (Tab. 4-22). 
 
Tabelle 4-22: Vergleich der Siderophorkomplexe. 
Komplexanion Abstand meta-O‒
K84 
Abstand 
meta-O‒K105 
Abstand 
meta-O‒R180 
Winkel der 
Kippbewegung 
[FeIII(BB)]3− 2.6 Å, 3.2 Å 2.7 Å, 3.6 Å 2.7 Å, 3.4 Å 25.0°, 22.2°, 25.3° 
[FeIII(Ent)]3− 2.5 Å, 2.9 Å 2.9 Å, 3.3 Å 2.8 Å, 2.9 Å 11.8°, 7.6°, 10.8° 
[FeIII(mecam)]3− 2.5 Å, 3.1 Å 2.7 Å, 3.4 Å 2.9 Å, 3.0 Å 13.4°, 11.3°, 12.3° 
 
Dabei sind besonders die insgesamt deutlich größeren Winkel der Kippbewegung der 
Catecholateinheiten im FeuA-gebundenen [FeIII(BB)]3− verglichen mit [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− 
zu beachten. 
Weiterhin ermöglichen diese drei Eisen(III)‒Siderophor-Komplexanionen Stabilisierungen des 
Proteins gegenüber Hitzedenaturierung in vergleichbarer Größenordnung (Kapitel 4.2.7) und zeigen 
allesamt -Stereokonfiguration nach Bindung an FeuA (Abb. 4-40). Eine -ähnliche Konfiguration 
kann anhand der CD-Spektren ebenfalls für [FeIII(2,3-DHB)3]
6− angenommen werden, nicht jedoch für 
das entfernt verwandte Triscatecholatsiderophor [FeIII(VB)]3−. 
 
 
Abbildung 4-40: VIS-CD-Spektren aller untersuchten Ligandkomplexanionen in An- bzw. 
Abwesenheit von FeuA. 
A) Spektren in freier Lösung. B) Spektren in Anwesenheit von FeuA. : differentieller molarer CD-Extinktionskoeffizient, 
: Wellenlänge. 
 
Abschließend wurde die Stereokonfiguration der Siderophore [FeIII(BB)]3− und [FeIII(Ent)]3− in 
Gegenwart ihrer Esterase BesA bestimmt. Um durch die BesA-Hydrolyseaktivität bedingte Artefakte 
zu vermeiden wurde hierbei mit der katalytisch inaktiven Variante BesA-S188A gearbeitet, bei 
welcher das aktive Serin durch Alanin substituiert ist. 
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Es zeigte sich, dass [FeIII(Ent)]3− wie in 
freier Lösung eine -Konfiguration 
einnimmt und [FeIII(Ent)]3− eine 
schwach ausgeprägte -Konfiguration 
(Abb. 4-41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.8.6 in crystallo-Absorptionsspektroskopie 
Die Reaktion der gebundenen Substrate auf die hochenergetische Synchrotronröntgenstrahlung 
wurde mittels online-in crystallo-Absorptionsspektroskopie im sichtbaren Bereich des 
elektromagnetischen Spektrums untersucht. 
 
 
Abbildung 4-42: in crystallo-Absorptionsspektren von FeuA‒Siderophor-Kristallen. 
A) Erste Experimente mit FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
- und FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
-Kristallen. B) Spektren während der Datensammlung 
an einem FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
-Kristall, jeweils in der Ursprungsposition. t0: vor Bestrahlung. ts1: 20 s. ts2: 30 s. tex1-4: nach je 90° 
Datensammlung (6 s/°, Messintervall 1°). C) Absorption eines FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
-Kristalls während und nach der Bestrahlung. 
D) Absorption eines FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
-Kristalls während und nach Bestrahlung. 
 
Abbildung 4-41: VIS-CD-Spektren von [FeIII(BB)]3− und 
[FeIII(Ent)]3− in Anwesenheit der katalytisch inaktiven 
Esterase BesA-S188A. 
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Erste Messungen von Kristallen von denen Datensätze aufgenommen worden waren (Abb. 4-42A) 
legten eine strahlenbedingte Reduktion des Eisen(III)-Zentrums nahe, da die charge transfer-Bande 
des Komplexes bei etwa 520 nm abgenommen hatte. Diese Experimente wurden im 
ID29S-Cryobench-Labor der ESRF durchgeführt, allerdings lag zwischen Datensammlung und 
Messung im Labor ein Zeitraum von mehreren Wochen, so dass die Unterschiede in den Spektren 
auch dem allgemeinen Strahlenschaden des Kristalls geschuldet sein könnten. 
Genauere Experimente die mit einem online-Microspectrophotometer durchgeführt wurden zeigten 
hingegen, dass die Absorption bereits nach kurzer Exposition des Kristalls mit 
Synchrotronröntgenstrahlung deutlich zunahm (bis zu einem Zeitwert von etwa 120 s) und zudem 
eine Rotverschiebung von bis zu 80 nm zeigte. Die Absorption näherte sich jedoch unahängig davon 
ob der Kristall weiter bestrahlt wurde oder nicht wieder dem Ursprungswert an, auch wenn eine 
geringe Rotverschiebung blieb (Abb. 4-42C und D). Allerdings zeigten beiden Kristalle eine nach wie 
vor erhöhte Absorption bei ca. 340 nm. Die Position der Kristalle in diesen Experimenten war bei 
allen gemessenen Spektren identisch. Bei Messung eines Röntgenbeugungsdatensatzes von 4×90° 
und jeweiliger Messung eines Spektrums in der Ursprungsposition des FeuA∙[FeIII(Ent)]3−-Kristalls 
zeigte sich, dass der Kristall nach längerer Bestrahlung geringere Absorptionen als vor der 
Röntgenexposition aufwies (Abb. 4-42B). Dies bestätigte die ersten Experimente, bei denen diese 
Abnahme ebenfalls beobachtet worden war. 
 
Diskussion 
118 
5 Diskussion 
5.1 Petrobactin und sein Bindungsprotein FpiA 
5.1.1 Vorbemerkungen 
Bakterielle Aufnahmewege für endo- und exogene Siderophore sind aufgrund potentieller 
Angriffspunkte für neuartige antibiotische Wirkstoffe in den letzten Jahren verstärkt ins Blickfeld des 
akademischen und pharmazeutischen Interesses getreten. Zwar wurden bereits einige dieser 
Systeme charakterisiert, jedoch existieren für zahlreiche Bakterien bislang nur begrenzte 
Informationen über die jeweils beteiligten Importsysteme. Die Identifizierung neuer 
Aufnahmesysteme war bisher auf wenige Methoden beschränkt, die sich vorwiegend auf 
Sequenzhomologien stützten. Neben klassischen Wachstumsstudien in vivo, bei welchen der 
Phänotyp von Deletionsmutanten untersucht wurde (siehe beispielsweise Miethke et al. 2006[191]), 
stellen biochemische Untersuchungen ausgewählter SBP in vitro eine weitere Methode zur 
Charakterisierung der Transportsysteme dar (siehe beispielsweise Zawadzka et al. 2009[278]). Beide 
Methoden stützen sich jedoch vorwiegend auf die vorherige bioinformatische Identifizierung und 
Eingrenzung potentieller Kandidaten aufgrund von Sequenzhomologien bzw. eine vorherige 
Charakterisierung der Transporter, die abhängig vom globalen Regulator der Eisenhomöostase Fur 
sind. In dieser Arbeit wurde erstmals die direkte Identifizierung eines SBP (und in der Folge des 
kompletten ABC-Transporters) durch direkte Wechselwirkung mit seinem natürlichen Liganden 
gezeigt. 
Die Auswahl von Siderophor und Organismus fiel auf Petrobactin und Bacillus subtilis. Petrobactin 
erzielte erhöhte Aufmerksamkeit durch seine Fähigkeit der Absonderung durch das angeborene 
menschliche Immunsystem zu entgehen. Das Protein Siderocalin vermag zwar mit Bacillibactin, 
Enterobactin und Carboxymycobactinen die effektivsten Siderophore von Gram-positiven, 
Gram-negativen und Mycobakterien zu sequestrieren, nicht jedoch PB. Dies wird vorwiegend auf das 
3,4-Substitutionsmuster seiner Catecholat-Einheiten zurückgeführt,[59] man sollte jedoch auch die 
gänzlich andere Form und den Aufbau des Siderophors nicht außer Acht lassen. PB wurde erstmals 
aus dem marinen Bakterium Marinobacter hydrocarbonoclasticus isoliert,[36] wobei das 
3,4-Substitutionsmuster der Catecholate erst später durch Totalsynthesen etabliert wurde.[48,279] 
Neben seinem marinen Ursprung wird PB auch von wichtigen Pathogenen wie Bacillus anthracis und 
Bacillus cereus produziert, nicht jedoch von B. subtilis,[38-39,75] und es wird darüberhinaus für 
B. anthracis als Virulenzfaktor angesehen.[37,41,76] 
Eine weitere wichtige Eigenschaft stellt die Photoreaktivität von PB dar,[36] die für viele Citrat- bzw. 
-Hydroxycarboxylatbasierte, marine Siderophore bekannt ist.[280-282] Ein von der Citrateinheit 
ausgehender Ligand→Metall-charge-transfer resultiert in der Decarboxylierung und Oxidation des 
Liganden bei gleichzeitiger Reduktion des Metalls, was zu einer 3-Ketoglutarateinheit an Stelle der 
voherigen Citrateinheit führt (Schema 5-1). Das Photoprodukt ist durch Keto‒Enol-Tautomerie 
stabilisiert und verfügt über mit dem nativen Siderophor vergleichbare Eisenbindungskonstanten.[283] 
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Die Bestrahlung mit Sonnenlicht kann zwar die Reduktion von FeIII zu FeII herbeiführen, nicht jedoch 
die Reduktion von GaIII, was vermutlich auf ein höheres Redoxpotential zurückzuführen ist.[283] 
 
 
Schema 5-1: Photolyse von Petrobactin. 
Die Eisen-koordinierenden Atome sind rot dargestellt. 
 
Die Photolyse dieser marinen Siderophore dient zwar der Freisetzung von Eisen(II), allerdings ist die 
weitere Verteilung des reduzierten Eisens nach wie vor nicht bekannt. Man weiß jedoch, dass auch 
die Photoprodukte der Siderophore noch eine hohe Affinität für Eisen(III) aufweisen. Eisen(II) könnte 
daher durch im Wasser gelösten Sauerstoff direkt wieder reoxidiert, dann von den  Photoprodukten 
oder weiteren hochaffinen Liganden gebunden und schließlich von Bakterien aufgenommen 
werden.[281] Ein wichtiges Beispiel in diesem Zusammenhang geben marine Mikroorganismen, die eng 
mit bestimmten Algen zusammen leben. Deren Siderophor Vibrioferrin zeigt Photolyseraten die 
10-20-fach höher sind als die der Siderophore von unabhängigen marinen Bakterien. Sowohl 
Bakterium als auch Alge zeigen deutlich erhöhte Eisenaufnahmeraten unter der Einwirkung von 
abgeschwächtem Sonnenlicht.[284] Die genaue physiologische Rolle der Photoreaktivität von 
Siderophoren insbesondere für unabhängige marine und terrestrische Mikroorganismen bleibt 
allerdings unklar.[285] 
Die zuvor beschriebene Photoreaktivität von PB führte zu zusätzlichen Herausforderungen in der 
Versuchsausführung, da alle Experimente mit Eisen(III)-beladenem Siderophor soweit wie möglich 
unter Lichtausschluss durchgeführt werden mussten (Arbeit bei Rotlicht (629 nm)). 
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Zur Identifizierung eines PB-Importsystems wurde der Gram-positive Modellorganismus B. subtilis 
ausgewählt, der zwar selbst nicht pathogen ist, jedoch einen hohen Verwandschaftsgrad zu 
wichtigen Pathogenen (und PB-Produzenten) wie B. anthracis und B. cereus aufweist.[187,286-287] 
Darüberhinaus ist B. subtilis leicht zu kultivieren und genetisch zugänglich. Zu Beginn der 
Experimente war lediglich bekannt, dass B. subtilis zwar selbst kein PB produziert, es jedoch als 
exogenes Siderophor aufnehmen kann.[283] 
Im Verlauf dieser Arbeit  wurde eine ähnliche siderophorbasierte Methode vorgestellt: 
Doorneweerd et al. immobilisierten Pyoverdin aus Pseudomonas aeruginosa auf Gold-beschichteten 
Glasplatten und ermöglichten so die spezifische Identifizierung des Bakteriums nach Bindung an das 
immobilisierte Siderophor. Der Fokus dieser Arbeit lag allerdings auf der Identifizierung des 
Organismus selbst und nicht eines bestimmten Transporters. Da P. aeruginosa auf die 
Pyoverdin-vermittelte Eisenaufnahme unmittelbar angewiesen ist, handelt es sich hierbei um einen 
„unveränderlichen Liganden“, der die selektive Erkennung des Erregers erlaubte.[288]  
 
5.1.2 Direkte Identifizierung eines Petrobactin-Bindungsproteins 
Für die Affinitätschromatographie wurde ein Biotintag als interagierende Gruppe verwendet, um die 
starke Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin auszunutzen. Der Affinitätstag wurde an am 
sekundären Amin einer der Spermidineinheiten von PB angebracht und sollte daher einen relativ 
geringen Einfluss auf die Fähigkeiten zur Metallkoordination haben. Kürzlich wurde allerdings auch 
ein Einfluss der Aminprotonen auf die Gesamtstabilitätskonstante des Eisen(III)‒
Siderophor-Komplexes diskutiert. Dabei wird eine stark pH-abhängige Verteilung verschiedener 
Spezies angenommen.[289] Die starke pH-Abhängigkeit wurde durch die eigenen Untersuchungen 
bestätigt, da nur bei pH ≥ 8.0 eine vollständige Eisenbeladung  möglich war. Weiterhin wies auch 
Biotinyl-PB Eisen(III)-Bindung nur bei pH ≥ 8.0 auf, was auf ein ähnliches Koordinationsmuster 
hindeutet, allerdings könnte die durch den Biotintag veränderte Polarität auch eine Rolle spielen. Die 
Anbringung des Affinitätstags an einer der Spermidineinheiten hatte weiterhin den Vorteil, dass die 
Interaktion mit dem zu identifizierenden SBP weitestgehend ungestört sein sollte, da direkte 
Wechselwirkungen zwischen dem SBP und negativ geladenen Liganden in der Regel am Eisen(III)‒
Oxo-Zentrum erfolgen.[290] 
Von entscheidender Bedeutung für den Erfolg der Identifizierungsexperimente war die Bestimmung 
einer Wachstumsphase, in welcher die Expression von Eisenaufnahmesystemen möglichst hoch ist. 
Unter den gewählten eisenlimitierten Wachstumsbedingungen erwies sich für B. subtilis die späte 
stationäre Phase als geeignet, die für Experimente mit anderen Organismen als Startpunkt 
verwendet werden sollte. Nichstdestoweniger muss davon ausgegangen werden, dass geeignete 
Wachstumsbedingungen für jeden untersuchten Organismus neu bestimmt werden müssen. Der 
Zellaufschluss in Gegenwart von 0.1% (v/v) Tween® 20 erwies sich als vorteilhaft und ausreichend, 
um das Protein samt Lipidanker aus der Membranfraktion zu lösen. Eine gesonderte 
Membranpräparation war weder notwendig noch zielführend. Als größtes Problem des 
Identifizierungsprozesses erwies sich die unspezifische Bindung und anschließende Coelution 
zahlreicher Proteine, welche sehr häufig in der Zelle vorkommen (z.B. das Chaperonin GroS). Daher 
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wurden freie Bindungsstellen der Matrix durch vorherige Behandlung mit konzentrierter BSA-Lösung 
abgesättigt, was eine deutliche Verminderung der Zahl unspezifisch gebundener Proteine zur Folge 
hatte. Die Reduzierung der Anzahl von Falsch-Positiven könnte durch zusätzliche experimentelle 
Schritte weiter verbessert werden, beispielsweise durch vorherige Fraktionierung des Zelllysats durch 
Ammoniumchloridfällung. Dies sollte eine zuverlässige Abtrennung von DNA, Zuckern, Lipiden, 
anderen Membranbestandteilen etc. gewährleisten und weiterhin zu einer Vorkonzentrierung des 
gesuchten Proteins führen. 
Größter Nachteil der genutzten experimentellen Durchführung ist die Elution der Proteine mit 
konzentrierter GuHCl-Lösung, wobei nicht nur die affinitätschromatographisch, sondern auch die 
unspezifisch gebundenen Proteine eluiert werden. Weiterhin zieht das denaturierende Agens auch 
die Agarose‒Streptavidin-Matrix in Mitleidenschaft. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass auch 
nach mehreren Experimenten mit derselben Säule noch erfolgreiche Identifizierungen möglich 
waren. Da die gewählte Synthesestrategie eine späte Einführung der Reportergruppe erlaubt, wäre 
die Verwendung alternativer Affinitätstags und Matrizen allerdings durchaus möglich. Die Elution mit 
GuHCl-Lösung stellte weiterhin ein Problem für den folgenden tryptischen Verdau dar, so dass die 
Proteinprobe aufwendig dialysiert und anschließend zur Volumenverkleinerung gefriergetrocknet 
werden musste. Der dann nötige Entsalzungsschritt stellte eine weitere mögliche Verlustquelle für 
Probenmoleküle dar, was sich negativ auf die Zuverlässigkeit der massenspektrometrischen 
Identifizierung auswirkt. In der Qualität und Sensitivität der massenspektrometrischen Geräte kann 
daher ein weiteres grundsätzliches Problem der Methodik bestehen: Die starke 
Konzentrationsabhängigkeit der Identifizierung macht den Einsatz eines hochsensitiven 
Massenspektrometers nötig, welches für erfolgreiche Experimente von entscheidender Bedeutung 
sein kann. 
 
5.1.3 Das Petrobactin-Bindungsprotein FpiA 
Nach der Identifizierung von FpiA zeigte sich, das es Teil des fpiBCDA-Genclusters ist, welcher für alle 
nötigen Komponenten eines ABC-Transportsystems codiert. Dieses wurde bereits in früheren 
Arbeiten untersucht, seine Bedeutung bzw. sein genaues Substrat blieb jedoch lange unklar.[185,191,291] 
Die damals untersuchte Deletionsmutante zeigte keinen Phänotyp, da der Transporter des 
endogenen Siderophors Bacillibactin intakt war.[191] Die in dieser Arbeit gezeigten Wachstumsstudien 
konnten hingegen die Bedeutung des Importsystems für die Aufnahme von [FeIII(PB)]3− zeigen. 
Während beide Mutanten bei Supplementierung von FeCl3 und apo-BB ein erhöhtes Wachstum 
aufwiesen, zeigte die dhbC fpiA-Doppelmutante bei Zugabe von apo-PB überhaupt kein weiteres 
Wachstum mehr. Das erhöhte Wachstum der Zellen bei Zugabe von apo-Siderophoren gegenüber 
den eisenlimitierten Bedingungen lässt sich durch die erhöhte Verfügbarkeit von Eisen erklären: Im 
Medium verbliebene Spuren von Eisen(III) wurden von den apo-Siderophoren chelatisiert und als 
[FeIII(BB/PB)]3−-Komplexanion in die Zelle importiert. Das vollständig zum Erliegen gekommene 
Wachstum der Doppelmutante bei Zugabe von apo-PB lässt sich mit einem inhibitorischen Effekt von 
apo-PB erklären. Das im Medium verbliebene Eisen wird von apo-PB als [FeIII(PB)]3−-Komplexanion 
chelatisiert, kann aber von der Doppelmutante (im Gegensatz zu [FeIII(BB)]3−) aufgrund der 
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fpiA-Deletion nicht mehr in die Zelle importiert werden. Die im Medium verbliebenen Eisenspuren 
stehen damit für die Aufnahme und das Wachstum der Zellen endgültig nicht mehr zur Verfügung. 
Die physiologische Relevanz von FpiA wurde in unabhängigen Studien von Zawadzka et al. 
bestätigt.[269] 
FpiA zeigt relativ große Sequenzhomologien zu den kürzlich charakterisierten SBP FatB und FpuA aus 
B. cereus und B. anthracis.[55,278] Da die Sequenzhomologien von SBP im Allgemeinen eher gering 
sind, deuten die Werte auf einen recht hohen Verwandschaftsgrad der Proteine hin. 
In vitro-Untersuchungen von FatB und FpuA aus B. cereus zeigten, dass beide Proteine zwar das 
[FeIII(PB)]3−-Komplexanion mit vergleichbarer Affinität binden können, nicht jedoch das Komplexanion 
[FeIII(3,4-DHB)3]
6− oder das des Photoprodukts ([FeIII(PB)]2−). Dieses wird von FpuA mit deutlich 
geringerer Affinität gebunden, was Hinweise auf unterschiedliche Substraterkennungsmodi gibt 
(Erkennung der 3,4-DHB-Einheiten versus Erkennung der Citrateinheit). Aufgrund der in dieser Studie 
vorgestellten Daten beschrieben die Autoren den FatB-abhängigen ABC-Transporter als das 
Hauptimportsystem für [FeIII(PB)]3− in B. cereus.[278] Im Gegensatz dazu wurde für die Homologen aus 
B. anthracis in vivo eine umgekehrte Abhängigkeit festgestellt: Nur FpuA erwies sich als wichtig für 
das Wachstum unter eisenlimitierten Bedingungen und für die Virulenz des Erregers im Mausmodell, 
während die Deletion von fatB keinen signifikanten Einfluss hatte.[55] Bei den Eigenschaften von FpiA 
handelt es sich demnach um eine Kombination derer von FatB und FpuA, da sowohl die 
physiologische Signifikanz als auch die Fähigkeit zur hochaffinen Bindung von [FeIII(PB)]3− und 
[FeIII(3,4-DHB)3]
6− gezeigt werden konnte. Allerdings sollte berücksichtigt werden, dass B. subtilis über 
kein FpuA-Ortholog verfügt und die Ausgangssituation daher anders beurteilt werden muss. 
Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen von FpiA zeigten hochaffine Bindungen von 
[FeIII(PB)]3− und [FeIII(3,4-DHB)3]
6−, was durch analoge Experimente von Zawadzka et al. bestätigt 
wurde.[269] Weiterhin wurde eine deutlich schwächere Bindung von [FeIII(BB)]3− und [FeIII(2,3-DHB)3]
6− 
beobachtet. Die Bindungsaffinität von FpiA für [FeIII(biotinyl-PB)]3− war um etwa drei 
Größenordnungen geringer als die für [FeIII(PB)]3−, offenbar reichte diese geringe Affinität jedoch für 
die erfolgreiche Retardierung des Proteins an der Säulenmatrix während der 
Identifizierungsexperimente aus. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass sich die 
Bindungsaffinität an der Oberfläche von derjenigen in freier Lösung unterscheiden könnte. Dieser 
Fragestellung könnte mit Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie nachgegangen werden, bei 
welcher nach Immobilisierung von [FeIII(biotinyl-PB)]3− auf Streptavidinchips und anschließender 
Behandlung mit einer FpiA-Lösung die Stärke der Wechselwirkung zwischen Protein und 
Oberflächen-immobilisiertem Liganden bestimmt werden könnte. 
Die durch Fluoreszenzspektroskopie beobachtete 1:4-Stöchiometrie von Protein zu Ligand konnte in 
nachfolgenden Experimenten auch durch ligandenabhängige Schmelzpunktanalyse bestätigt werden. 
Sowohl für FpiA als auch für FatB und FpuA wurden von einer anderen Arbeitsgruppe analoge 
Beobachtungen bezüglich der Protein-zu-Ligand-Stöchiometrie gemacht, jedoch ohne auf diese 
einzugehen bzw. sie zu kommentieren.[269,278] Eine Interpretation dieses Phänomens gestaltet sich 
schwierig, jedoch geben die in den massenspektrometrischen Untersuchungen gefundenen Di- und 
Trimere der Eisenkomplexe Hinweise auf eine multimere Struktur des Siderophors in freier Lösung. 
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Inwieweit die Stöchiometrie zwischen Metall und Ligand dabei eine Rolle spielt ist unklar. 
Mehrkernige Komplexe sind durchaus bekannt, so beispielsweise für Rhodoturolsäure (Fe2L3).
[13] Die 
Stöchiometrie zwischen Eisen(III) und Petrobactin wurde in frühen Untersuchungen als 1:1 
beschrieben,[36] allerdings könnte die Stöchiometrie auch 4:4 betragen. Nach diesem Modell würden 
vier Eisen(III)-Ionen von verschiedenen Teilen der vier Siderophoranionen koordiniert werden (siehe 
Abb. 5-1A). Eine einzelne Einheit würde nun aus diesem Gleichgewicht durch das jeweilige SBP 
entfernt und dem Transport in die Zelle zugeführt. In diesem Kontext zu beachten ist jedoch die hohe 
Affinität von PB gegenüber Eisen(III) von etwa 1043 L mol−1.[289] Ob und wie dies dem Modell entgegen 
steht muss ebenso wie das stöchiometrische Verhältnis noch in weiteren Experimenten genauer 
bestimmt werden. 
 
 
Abbildung 5-1: Modell der [FeIII(PB)]3−-Komplexbildung und Aufnahme durch FpiA. 
A) Modell eines vierkernigen Eisen(III)‒Petrobactin-Komplexes. B) Kristallstruktur von FpiA (PDB-Code: 3GFV).
[269]
 Die 
Oberflächendarstellung deutet auf eine geschlossene Konformation ohne Ligandenbindung hin. Die potentiell für die 
Bindung verantwortlichen Reste sind als Stabmodell hervorgehoben (C: gelb, N: blau). 
 
Obwohl kürzlich die Kristallstruktur des Häm-Bindungsproteins HmuT aus Yersinia pestis mit zwei 
gebundenen Häm-Komplexen veröffentlicht wurde, scheint dies eher aus der sehr flachen Struktur 
des Liganden zu resultieren.[292] Häm-Bindungsproteine weisen oft eine Bindungstasche ähnlich 
einem „Münzeinwurfschacht“ auf, betrachtet man jedoch die Kristallstruktur von apo-FpiA dann 
zeigt sich, dass die Größe sowohl von Siderophor als auch von Protein nur die Bindung eines 
einzelnen Substratkomplexanions zulassen würden (Abb. 5-1B). Dies wird durch 
massenspektrometrische Untersuchungen von FpiA aus B. subtilis sowie FpuA und FatB aus B. cereus 
bestätigt, die jeweils einen Komples des entsprechenden Proteins mit je einem 
[FeIII(PB)]3−-Komplexanion beobachten.[269,278] 
Bei genauerer Betrachtung der Bindungstasche von FpiA weist diese mit K84, R104, R192, H214 und 
R236 fünf basische Reste auf, die potentiell für die Bindung des Eisen(III)‒Siderophor-Komplexanions 
verantwortlich sein könnten (Abb. 5-1B). Aufgrund der Sequenzhomologien zum 
Enterobactin-Bindungsprotein CeuE aus Campylobacter jejuni postulierten Zawadzka et al. einen 
Bindungsmodus unter Verwendung dieser basischen Reste sowie E107 und Y275 und damit eines 
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ähnlichen Protein‒Ligand-Interaktionsprofils wie für Triscatecholatsiderophore.[269] Auch die 
CD-Spektren des Liganden in Anwesenheit des Bindungsproteins FpiA zeigen eine ähnliche Form wie 
Spektren die man für -konfigurierte Eisen(III)‒Triscatecholatsiderophor-Komplexe erhält. Zumindest 
für [FeIII(3,4-DHB)3]
6− liegt daher eine ähnliche Konfiguration nahe. 
 
5.1.4 Ausblick 
Die hier erstmals verwendete Methodik der direkten Identifizierung eines SBP aus rohen Zelllysaten 
stellt einen vielversprechenden Ansatz für die Identifizierung neuer und unbekannter SBP dar. 
Insbesondere Transportsysteme für neuartige Siderophore oder für Siderophore für die bislang kein 
System bekannt ist, wie beispielsweise modifizierte Enterobactinanaloga aus der Klasse der 
Salmocheline, würden interessante Ziele für weitere Experimente darstellen. Die Methode ist zwar 
grundsätzlich von der synthetischen Zugänglichkeit der getagten Siderophorderivate abhängig, dieses 
Problem lässt sich aber möglicherweise durch semisynthetische Ansätze umgehen. Ist die Isolierung 
und Reinigung der Siderophore ausgehend von ihren natürlichen Produzenten möglich, könnte die 
gewonnene Substanz als Ausgangsmaterial für die weitere chemische Modifikation dienen. 
Ausgehend von Salmochelin S2 sind beispielsweise Modifikationen an der hydrolysierten, ehemaligen 
Lactonfunktionalität möglich (Schema 5-2A). 
 
 
Schema 5-2: Potentielle Siderophorderivate für zukünftige Identifizierungsexperimente. 
A) Salmochelin S2. Ein potentieller Anknüpfungspunkt für Reportergruppen ist rot hervorgehoben. B) Mit Photocrosslinker 
und Biotintag derivatisiertes PB. Der Linker ist in grün, der Biotintag in blau und die photoaktive Gruppe in rot gezeigt. 
 
Desweiteren sollte die späte synthetische Kupplung des Affinitätstags auch die Einführung anderer 
Reportergruppen, wie beispielsweise Fluoreszenzlabels oder photoaktiver Gruppen ermöglichen. 
Während sich mit Fluoreszenzlabels Siderophore nach Eintritt in die Zelle verfolgen lassen könnten, 
würden photoaktive Gruppen durch irreversible Quervernetzung mit dem Zielprotein eine alternative 
Methode zur affinitätschromatographischen Identifizierung darstellen. Ein solches, derzeit in der  
Arbeitsgruppe Dr. Oberthür synthetisiertes Molekül, ist in Schema 5-2B gezeigt. Ein Vorteil dieser 
Methode wäre, dass die Arbeit bei Normallicht möglich wäre, da die Photolyse des Siderophors nach 
der Quervernetzung mit dem Protein nicht mehr ins Gewicht fällt. Die Arbeit bei Normallicht mit 
anderen photoreaktiven Siderophoren, wie sie in dieser Arbeit vorgestellt wurde, könnte 
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möglicherweise durch Substitution von Eisen(III)- mit Gallium(III)-Ionen erzielt werden, die zumindest 
im Fall von Petrobactin eine Photoreaktion verhinderten.[283] 
 
5.2 Das Triscatecholatsiderophor-Bindungsprotein FeuA und seine 
Substrate Bacillibactin, Enterobactin und mecam 
5.2.1 Strukturelle Eigenschaften von FeuA 
Das Triscatecholatsiderophor-Bindungsprotein FeuA nimmt die klassische Faltung von 
Substratbindungsproteinen der Klasse III ein: Die N- und C-terminale Domäne sind über eine 
einzelne, lange -Helix miteinander verbunden und die zwei Domänen weisen jeweils eine 
Rossmann-ähnliche Faltung auf. Die Klasse III der SBP kann weiter unterteilt werden, nämlich in 
TroA-, FhuD- bzw. ShuT-ähnliche Proteine.[290] Die Unterscheidung begründet sich zum einen auf 
ihren verschiedenen Substraten (Metallionen/Vitamin B12 und Siderophore/Häm) und zum anderen 
auf den damit verbundenen Topologien. TroA-ähnliche SBP für Metallionen nehmen oftmals eine 
zweizählige Pseudosymmetrie bezogen auf die Domänen ein, außerdem ist die verbindende -Helix 
zwischen den Domänen typischerweise etwas länger. Vergleicht man die Art der Ligandenbindung, so 
lassen sich deutliche Unterschiede in der Tiefe der Bindungstasche ausmachen. Während die 
TroA-ähnlichen SBP ihre Substrate vollständig bedecken (Abb. 5-2D), ist dies für FhuD-ähnliche SBP 
nicht der Fall. Siderophore werden nur teilweise bedecken und wirken oft bei der Ausbildung der 
Gesamtoberflächenstruktur des Komplexes mit (Abb. 5-2B). ShuT-ähnliche SBP zeigen wiederum ein 
anderes Bindungsmuster, was in der flachen Natur ihrer Hämliganden begründet ist. Die 
Bindungstasche bildet eine „Münzeinwurfschacht“-ähnliche Form in welcher der flache Ligand 
gebunden wird (Abb. 5-2F). 
Die ersten ca. 20 AS des reifen Proteins wiesen keine definierte Faltung auf, was für SBP nicht 
untypisch ist. Bei SBP Gram-positiver Organismen stellt der N-Terminus die Stelle der 
Membranverankerung dar, ein flexibler N-terminaler Teil kann daher der nötigen Beweglichkeit des 
verankerten Proteins oberhalb der Cytoplasmamembran zugeschrieben werden. In diesem Kontext 
ist auch die Präsenz des 1−2-Faltblatts am N-Terminus von Interesse. Dieses tritt nur in wenigen 
der bisher strukturell charakterisierten SBP der Klasse III auf und interessanterweise ausschließlich 
unter den FhuD-ähnlichen Proteinen (siehe Anhang, Tab. A-5). Die genaue strukturelle und 
funktionelle Bedeutung dieses vorgelagerten -Faltblatts ist unklar. In einigen Strukturen bildet das 
Faltblatt Kristallkontakte aus, wie beispielsweise in der apo-FeuA-Struktur. Die Häufung dieses 
Sekundärstrukturmotivs in verschiedenen Kristallstrukturen und die Tatsache, dass nicht immer 
Kristallkontakte vorliegen (oder nur sehr wenige wie beispielsweise in den holo-FeuA-Strukturen) 
spricht allerdings dafür, dass es sich nicht um ein reines Kristallisationsartefakt handelt. 
Möglicherweise spielen das -Faltblatt und die Häufung der es ausbildenden hydrophilen Reste eine 
funktionelle Rolle bei der Erkennung der TMD oder der Wanderung des Proteins entlang der 
Cytoplasmamembran. 
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Abbildung 5-2: Strukturelle Unterschiede der Ligandenbindung der Klasse III-SBP-Subtypen. 
A) und B) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. C) und D) MtsA∙Fe
II
 aus Streptococcus pyogenes (PDB-Code: 3HH8).
[169]
 E) und F) IsdE∙Häm aus 
Staphylococcus aureus (PDB-Code: 2Q8P).
[293]
 Links ist jeweils das Protein, rechts ein Schnitt durch die Proteinoberfläche 
gezeigt. 
 
Die bei Substratbindung beobachtete Domänenkippbewegung in FeuA von etwa 20° ist die bisher 
größte experimentell beobachtete Konformationsänderung in einem SBP der Klasse III. Diesen wurde 
bisher eine deutlich geringere Domänenbewegung zugeschrieben als SBP der Klassen I und II, da 
angenommen wurde, dass die die Domänen verknüpfende -Helix Rigidität in die Struktur 
induziert.[126,154] Obwohl bereits Molekulardynamiksimulationen nahelegten, dass die Starrheit der 
Strukturen möglicherweise auf Restriktionen der Kristallpackung zurückgeht,[157,160-161] zeigte erst die 
Struktur des Siderophorbindungsproteins FitE aus Escherichia coli, dass selbst im apo-Zustand offene 
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und geschlossenene Formen mit teilweise erheblichen konformationellen Unterschieden existieren 
können.[155] Die beobachtete konformationelle Flexibilität von FeuA könnte aufgrund von 
Restriktionen der Kristallpackung beschränkt und in vitro noch größer sein. Es stellt sich weiterhin die 
Frage des Einflusses der Länge der verbrückenden -Helix auf die Domänenbewegung. Während 
TroA-ähnliche SBP über Helixlängen von etwa 25 AS-Resten verfügen, weisen FhuD-ähnliche SBP 
Längen von etwa 20 AS-Resten auf.[290] Möglicherweise verleiht die längere Helix den TroA-ähnlichen 
SBP eine höhere Rigidität verglichen mit den FhuD-ähnlichen, da sie mit Metallionen deutlich 
kleinere Substrate binden und daher keinen Zwang zu großer konformationeller Flexibilität haben. 
Diese könnte im Gegenteil zu einer schwächeren Bindung der Metallionen führen, da eine deutlich 
geöffnete Bindungstasche unter Umständen solvensbedingt thermodynamisch stabilisiert wäre und 
eine Gleichgewichtsverschiebung zur holo-Form erschweren würde. In diesem Kontext ist auch die 
„Kollabierung“ der Bindungstasche von apo-TroA, verglichen mit seiner holo-Form, zu sehen: 
Während andere SBP der Klasse III bei Verlust des Substrates eine offenere Konformation einnehmen 
schließt sich TroA bei Verlust seines Liganden. Das verwandte Zink(II)-Bindungsprotein ZnuA aus 
E. coli zeigte hingegen das „normale“ Verhalten von SBP, daher ist unklar ob es sich bei der 
TroA-Bindungstasche um ein physiologisch relevantes Phänomen oder um ein Kristallisationsartefakt 
handelt. Die Rigidität der TroA-ähnlichen SBP könnte desweiteren auch mit der größeren 
Interaktionsfläche zwischen verbrückender -Helix und den beiden Domänen zusammenhängen. 
Die Verschiebung des Gleichgewichts von der apo-Form zur holo-Form von FeuA wurde weiterhin 
durch ligandenabhängige Schmelzpunktanalyse untersucht. Diese zeigte eine signifikante 
Stabilisierung der Proteinfaltung durch verschiedene Liganden. Die drei mit hoher Affinität 
gebundenen Liganden [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− wiesen dabei alle eine 
vergleichbare Stabilisierung auf. 
Der Domänenbewegung kommt eine so große Bedeutung zu, da auf sie die Erkennung des SBP durch 
seine kognaten TMD zurückgeführt wird. Die nahezu gleiche Domänenbewegung in allen drei 
FeuA-Cokristallstrukturen impliziert die Bedeutung der Reste E90 und E221, die in SBP der Klasse III 
hochkonserviert sind. In Abb. 5-3 ist ein multipler Sequenzvergleich bekannter Triscatecholat-
Bindungsproteine dargestellt. Während die als Bindungsmotiv fungierende basische Triade in CeuE 
aus C. jejuni, FepB aus E. coli sowie VctP und ViuP aus Vibrio cholerae nicht konserviert ist, sind die 
aciden Reste E90 und E221 von FeuA, die für die Interaktion mit der Transmembranpermease FeuBC 
verantwortlich sein können, stark konserviert (weiterhin wurde das SBP FpiA aus B. subtilis 
untersucht, welches das gemischte Catecholat‒Citrat-Siderophor Petrobactin bindet). 
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Abbildung 5-3: Multipler Sequenzvergleich von Triscatecholatsiderophor-Bindungsproteinen. 
Die Sequenzen von FeuA (B. subtilis), CeuE (C. jejuni), FpiA (B. subtilis), FepB (E. coli), VctP und ViuP (beide V. cholerae) 
wurden mit dem Programm T-Coffee verglichen.
[267]
 Die Sekundärstrukturelemente sind durch rote Zylinder (-Helix) und 
gelbe Pfeile (-Strang) angedeutet und beziehen sich auf FeuA. Sterne zeigen die Positionen der basischen Triade von FeuA, 
Dreiecke zeigen die Positionen der Glu-Reste, die höchst wahrscheinlich mit den TMD interagieren. Die Abbildung wurde 
mit dem Programm ALINE erstellt.
[245]
 Die Zugriffscodes, sowie die Verwandschaftsgrade der analysierten Proteine sind im 
Anhang, Tab. A-6 angegeben. 
In beiden Domänen ist eine Sequenz konserviert, die jeweils den hydrophoben Kern der Domäne ausbildet (Sequenz: 
PDXIXXX, X steht jeweils für eine hydrophobe AS). Diese sind für FhuD-ähnliche SBP bekannt.
[294]
 
 
Die Bedeutung dieser Reste wurde für die SBP FhuD2 aus Staphylococcus aureus sowie FecB und BtuF 
aus E. coli experimentell bereits gezeigt,[163,166-167] daher liegt die Vermutung einer ähnlichen 
Bedeutung für die in FeuA ebenfalls konservierten Reste nahe. Die nahezu identische 
Domänenbewegung bei Bindung der verschiedenen Substrate [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3− und 
[FeIII(mecam)]3− lässt vermuten, dass die Abstände zwischen den konservierten Glutamatresten bzw. 
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deren genaue Positionen von großer Wichtigkeit für die erfolgreiche Erkennung durch die 
Transmembranpermease FeuBC sind. Die entsprechenden positiv geladenen Reste, vermutlich R59 in 
FeuB und R53 in FeuC sind ebenfalls hoch konserviert (siehe Abb. 5-4). 
 
 
Abbildung 5-4: Multipler Sequenzvergleich der Transmembrandomänen von Triscatecholat-ABC-
Transportern. 
Die Sequenzen von BtuC (E. coli), FeuB und FeuC (B. subtilis), CeuB und CeuC (C. jejuni), FpiB und FpiC (B. subtilis), FepD und 
FepG (E. coli), VctD und VctG sowie ViuD und ViuG (alle V. cholerae) wurden mit dem Programm T-Coffee abgeglichen.
[267]
 
Die Sekundärstrukturelemente sind durch rote und gelbe Zylinder (-Helix bzw. 3/10-Helix) angedeutet und beziehen sich 
auf BtuC. Dreiecke zeigen die Positionen der Arg-Reste, die höchst wahrscheinlich mit den SBP interagieren. Die Abbildung 
wurde mit dem Programm ALINE erstellt.
[245]
 Die Zugriffscodes, sowie die Verwandschaftsgrade der analysierten Proteine 
sind im Anhang, Tab. A-7 angegeben. 
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Tabelle 5-1: Abstände zwischen den konservierten Glutamatresten strukturell charakterisierter 
Substratbindungsproteine in offener und geschlossener Konformation.[a] 
Protein (Organismus) offene Struktur geschlossene Struktur Reste 
BtuF (E. coli) 
46.2 Å (1N4D, Kette A) 
47.9 Å (1N4D, Kette B) 
51.3 Å (2QI9) 
45.7 Å (1N4A, Kette A) 
46.2 Å (1N4A, Kette B) 
E72, E202 
FeuA (B. subtilis) 48.5 Å 
44.4 Å ([FeIII(BB)]3−) 
43.7 Å ([FeIII(Ent)]3−) 
44.5 Å ([FeIII(mecam)]3−) 
E90, E221 
FitE (E. coli) 
52.6 Å (3BE5, Kette A) 
54.4 Å (3BE5, Kette B) 
53.7 Å (3BE5, Kette D) 
54.4 Å (3BE6, Kette A) 
53.6 Å (3BE6, Kette B) 
47.6 Å (3BE5, Kette C) 
46.8 Å (3BE6, Kette C) 
47.6 Å (3BE6, Kette D) 
E102, E231 
HmuT (Y. pestis) 
46.6 Å (3MD9, Kette A) 
48.4 Å (3MD9, Kette B) 
44.9 Å (3NU1, Kette A) 
44.1 Å (3NU1, Kette B) 
E77, E206 
HtsA (S. aureus) 
48.3 Å (3EIW) 
48.5 Å (3EIX) 
45.6 Å (3LI2, Kette A, B) 
48.0 Å (3LHS) 
E110, E250 
SirA (S. aureus) 
48.0 Å (3MWG, Kette A) 
47.7 Å (3MWG, Kette B) 
46.1 Å (3MWF) E109, E245 
[a] Die Abstände beziehen sich jeweils auf die C-Atome. 
Offene bzw. geschlossene Struktur beziehen sich nicht notwendigerweise auf apo- und holo-Form, auch wenn dies meist 
der Fall ist. Mittlerweile sind Beispiele für apo-Proteine in geschlossener Konformation und holo-Proteine in offener 
Konformation bekannt. Vergleiche hierzu auch die Übersicht von Berntsson et al.
[142]
 
 
Wie die unterschiedlichen Abstände zwischen den konservierten Glu-Resten in apo- bzw. holo-Form 
ausgebildet werden, scheint dabei zweitrangig zu sein. So finden sich distinkte Abstände sowohl in 
FeuA mit seiner großen Domänenbewegung als auch in BtuF mit einer deutlich geringeren 
Domänenbewegung oder HtsA und SirA mit isolierten Bewegungen einzelner Loops. Die Vielzahl der 
zur Verfügung stehenden Kristallstrukturen zeigt jedoch bereits die konformationelle Flexibilität 
sowohl der geschlossenen als auch der offenen Form, daher können die aus Kristallstrukturen 
ermittelten Abstände nicht als Absolutwerte für eine Interaktion oder Nicht-Interaktion mit den TMD 
gelten. Ein direkter Vergleich ist weiterhin wegen der verschiedenen Genauigkeiten der Abstände 
bedingt durch die unterschiedlichen Auflösungen der Kristallstrukturen nicht möglich. Die Abstände 
der konservierten Glu-Reste der derzeit zur Verfügung stehenden SBP in offener und geschlossener 
Konformation sind in Tab. 5-1 angegeben. 
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Abbildung 5-5: Putative Interaktionsoberfläche von FeuA mit den Transmembrandomänen FeuBC. 
A) und B) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
. C) und D) FeuA∙[Fe
III
(Ent)]
3−
. E90 und E221 sind jeweils als Stabmodell hervorgehoben (C: gelb 
bzw. pink, O: rot). Die Verbindung zwischen den Glu-Resten ist jeweils durch eine gleichfarbige Linie dargestellt. 
 
Der kristallographisch bestimmte Abstand von etwa 4 Å zwischen apo- und holo-Struktur von FeuA 
entspricht etwa der Ganghöhe von drei Resten in einer -Helix (4.5 Å). Eine gewisse strukturelle bzw. 
konformationelle Flexibilität der beteiligten Reste vorausgesetzt, wäre die Entwicklung eines 
Protein-basierten Inhibitors der bakteriellen Siderophoraufnahme denkbar. Durch Substitution eines 
von E90 bzw. E221 um drei Positionen entfernten Restes durch Glutamat könnte eine 
apo-FeuA-Variante den holo-Zustand des Proteins gegenüber den Transmembrandomänen des 
ABC-Transporters mimikrieren und den Transporter auf diese Weise blockieren. Allerdings ist fraglich 
ob die Erkennung des holo-Zustands im Falle der FhuD-ähnlichen SBP ausschließlich über die 
konservierten Glutamatreste erfolgt oder ob eine größere Interaktionsfläche gebildet wird, an der 
beispielsweise auch das Substrat beteiligt sein könnte. Zwar sind die natürlichen Substrate BB und 
Ent unterschiedlich groß und formen daher unterschiedliche Interaktionsflächen, allerdings weisen 
die Carbonylgruppen beider Trilactonringe in dieselbe Richtung und nehmen sehr analoge Positionen 
ein (Abb. 5-5). Daher könnten beide Siderophore mit den TMD wechselwirken, wenn auch vermutlich 
unterschiedlich stark. Für das Modell der Substraterkennung durch den Transporterkomplex 
sprechen Simulationen des Vitamin B12-Transporters BtuC2D2F, in welchen holo-BtuF eine offene 
Konformation des Transporters stabilisiert, allerdings nur solange das Substrat Vitamin B12 anwesend 
ist.[295] 
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Ein deutlich einfacherer Weg zur Herstellung eines potenten Inhibitors wäre indess die Herstellung 
einer FeuA-E90A-E221A-Variante, die über vergleichbare Affinitäten gegenüber den Siderophoren 
verfügen, aber zu Interaktionen mit dem TMD nicht fähig sein sollte.[163,166-167] Diese FeuA-Variante 
könnte im Überschuss das native Protein kompetitiv inhibieren. SBP sollten für derartige 
Anwendungen grundsätzlich geeignet sein, da sie sehr gut löslich, äußerst hitzestabil, hoch 
konzentrierbar (> 100 mg mL−1) und einfach in großen Mengen zu produzieren sind. 
 
5.2.2 Bindungsmodus von FeuA 
Als Hauptbindungsmotiv für verschiedene Triscatecholatsiderophore konnte in dieser Arbeit eine 
basische Triade, bestehend aus K84 und K105 von der N-terminalen Domäne und R180 von der 
C-terminalen Domäne von FeuA ausgemacht werden. Diese bindet das jeweilige Substrat 
hauptsächlich durch elektrostatische Wechselwirkungen nach Interkalation zwischen die 
Catecholateinheiten. Die basische Triade ist strukturell in verschiedenen Triscatecholatsiderophor-
bindenden Proteinen durchaus konserviert. So wird das Triscatecholatsiderophor-Mimetikum mecam 
in Komplex mit dem Enterobactin-Bindungsprotein CeuE aus C. jejuni durch eine basische Triade 
bestehend aus R117, R204 und R248 gebunden (Abb. 5-11).[99] Auch das strukturell nicht verwandte 
Protein Siderocalin des angeborenen menschlichen Immunsystems zeigt eine basische Triade 
bestehend aus R81, K125 und K134. Die Bindung geht in diesem Fall allerdings über rein 
elektrostatische Wechselwirkungen hinaus und wird durch hybride elektrostatische/Kation‒
-Wechselwirkungen ausgeführt (Abb. 5-6B).[58,62] Bei Lipocalin Q83 aus der Japanwachtel 
(Coturnix japonica) findet sich ebenfalls eine basische Triade bestehend aus den Resten K83, R102 
und R113.[67] Weiterhin ist die Struktur des Petrobactin-bindenden Proteins FpiA bekannt, welche 
zahlreiche basische Reste an den Domänengrenzflächen aufweist, die potentiell an der Bindung des 
Catecholat‒Citrat-Siderophors beteiligt sind (Abb. 5-1B).[269] Beim in Abb. 5-3 gezeigten multiplen 
Sequenzvergleich Triscatecholatsiderophor-bindender Proteine zeigt sich, dass die basische Triade 
auf der Sequenzebene nicht konserviert ist, was im Gegensatz zu ihrer starken Konservierung auf der 
strukturellen und funktionellen Ebene, ebenso wie zur starken (Sequenz-) Konservierung der 
höchstwahrscheinlich mit den TMD interagierenden AS-Reste E90 und E221 steht. 
Die Bindungstasche von FeuA weist aufgrund ihrer basischen Triade eine positiv geladene Umgebung 
aus, diese ist jedoch deutlich weniger ausgeprägt als im Siderophorfänger Siderocalin (Abb. 5-6A und 
B). Im Allgemeinen spiegelt der Ladungszustand der Bindungstasche die chemischen Charakteristika 
der potentiellen Substrate wider. Die verbleibende dreifach negative Ladung der Komplexanionen 
[FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− wird durch die basische Triade von FeuA ausgeglichen, 
analoges gilt für Siderocaline und CeuE aus C. jejuni.[58,67,99] Die stärker negativ geladenen 
Eisenkomplexe der Carboxylatsiderophore Staphyloferrin A und B werden in Bindungstaschen mit 
höherer Anzahl positiv geladener Reste untergebracht (Abb. 5-6C),[156,159] während 
Hydroxamatsiderophore in der weitgehend neutralen, mit aromatischen Resten ausgestatteten 
Bindungstasche von FhuD ihren Platz finden (Abb. 5-6D).[84,126] Der Ladungszustand allein kann jedoch 
für die Bindung nicht ausschlaggebend sein, da von den SBP auch eisenfreie Siderophore mit hoher 
Affinität gebunden werden, welche deprotoniert eine deutlich höhere negative Ladung aufweisen. 
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Der physiologische Nutzen dieser Bindung ist nicht ganz klar, möglicherweise dient sie zur 
Vorkonzentration des Siderophors nahe der Membran. Eine andere mögliche Funktion besteht in der 
Regulation des Siderophorhaushalts der Zelle. So ist beispielsweise der Transkriptionsregulator Btr 
aus B. subtilis in der Lage sowohl eisenbeladenes als auch unbeladenes BB zu binden. BB wirkt in 
diesem Fall als Induktor, der die Bindung des Aktivators Btr an die DNA ermöglicht, was in der Folge 
zur Transkription der feuABC-Transportergene durch die RNA-Polymerase führt.[192] 
 
 
Abbildung 5-6: Vergleich der elektrostatischen Eigenschaften verschiedener 
Siderophorbindungsproteine. 
A) FeuA∙[Fe
III
(BB)]
3−
 aus B. subtilis. B) Siderocalin∙[Fe
III
(Ent)]
3−
 aus Homo sapiens (PDB-Code: 3CMP). C) HtsA∙[Fe
III
(SA)]
4−
 aus 
S. aureus (PDB-Code: 3LI2).
[156]
 SA: Staphyloferrin A. D) FhuD∙[Fe
III
(Coprogen)] (PDB-Code: 1ESZ).
[84]
 Gezeigt ist jeweils die 
elektrostatische Oberfläche des Proteins von −5 (rot) bis  5 (blau) kBT/eC. Alle Bilder wurden mit dem PyMOL-Plugin APBS 
erstellt.
[246]
 Die Liganden sind als Stabmodell dargestellt (C: grün/gelb/türkis/grau, N: blau, O: rot, Fe: orange, 
H2O: dunkelrot). 
 
SBP der Klasse III weisen eine Besonderheit gegenüber solchen der Klassen I und II auf: Das 
gebundene Substrat wird durch in der Regel geringere Konformationsänderungen weit weniger stark 
vom Protein bedeckt. Die Cokristallstruktur von FhuD und Albomycin 2 weist beispielsweise keinerlei 
Wasserstoffbrückenbindungen oder sonstige Wechselwirkungen des Proteins mit der antibiotisch 
wirksamen Einheit auf.[84] Auch FeuA bindet Siderophore im Wesentlichen durch Wechselwirkungen 
mit ihren Eisen(III)‒Oxo-Zentren, daher bietet sich das Rückgrat des jeweiligen Siderophors (bei FeuA 
im Speziellen der Trilactonring) für Modifikationen mit antibiotisch wirksamen Gruppen an. 
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Die Affinitäten von FeuA gegenüber seinen natürlichen Substraten [FeIII(BB)]3− und [FeIII(Ent)]3− liegen 
im mittleren nanomolaren Bereich, wie auch die Affinität des FeuA-Homologen FepB aus E. coli.[296] 
Grundsätzlich weisen die Affinitäten von homologen SBP Gram-positiver und Gram-negativer 
Organismen gegenüber den gleichen Siderophoren allerdings oftmals Unterschiede von mehreren 
Größenordnungen auf. So binden FhuD1 und FhuD2 aus dem Gram-positiven S. aureus 
Hydroxamatsiderophore mit einer Affinität im mittleren nanomolaren Bereich,[162-163] das homologe 
FhuD aus dem Gram-negativen E. coli allerdings mit um etwa zwei Größenordnungen geringerer 
Affinität.[297] Die beobachtete Wechselwirkung von FhuD mit TonB und die Bildung eines ternären 
Komplexes dieser Proteine mit dem äußeren Membrantransporter FhuA in E. coli legen allerdings 
nahe, dass durch die direkte Positionierung des SBP am äußeren Membrantransporter in 
Gram-negativen Organismen keine Notwendigkeit für eine hochaffine Bindung mehr besteht.[127] Die 
deutlich höheren Affinitäten der SBP Gram-positiver Bakterien spiegeln hingegen ihre Position an der 
Zelloberfläche wider, da sie in direkter Konkurrenz zu den hochaffinen äußeren 
Membrantransportern Gram-negativer Organismen stehen. 
Nichtsdestoweniger scheinen sich die SBP hinsichtlich ihrer Affinität und Promiskuität zu 
unterscheiden. Während manche SBP ganze Klassen von Siderophoren binden (wie beispielsweise 
FhuD Hydroxamatsiderophore), sind andere hochspezialisiert. So binden die Proteine HtsA und SirA 
aus S. aureus beispielsweise die Siderophore Staphyloferrin A bzw. B mit Affinitäten im unteren 
nanomolaren Bereich, sind jedoch absolut spezifisch für ihr jeweiliges Siderophor.[156,159] Die 
Hydroxamatsiderophor-Bindungsproteine desselben Organismus, FhuD1 und FhuD2, binden 
hingegen eine ganze Bandbreite exogener Siderophore, allerdings mit Affinitäten im mittleren bis 
hohen nanomolaren Bereich.[162-163] In diesem Fall wurde die hohe Affinität für eine breiter angelegte 
Spezifität gegenüber exogenen Siderophoren „geopfert“, was in den unterschiedlichen Habitaten 
begründet sein könnte, in denen das Pathogen erfolgreich ist. FeuA liegt zwischen diesen beiden 
Extremfällen, da es einerseits recht hohe Affinitäten für seine Substrate aufweist, andererseits aber 
seine Promiskuität in Grenzen hält, da sich die Bindung auf die jeweils gleichen Teile von [FeIII(BB)]3−, 
[FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− konzentriert und es beispielsweise  [FeIII(VB)]3− nicht zu binden 
vermag. 
Die teilweise eher geringen Affinitäten der SBP gegenüber ihren Substraten (beispielsweise 
verglichen mit dem Siderophorfänger Siderocalin) lassen sich zum einen dadurch erklären, dass die 
Substrate während des Transportprozesses wieder aus der Bindungsspalte herausgelöst werden 
müssen. Im Falle von Cofaktoren wie Häm kommt weiter hinzu, dass die SBP-gebundenen Substrate 
keine katalytische Funktion erfüllen müssen, daher ist eine schwächere Bindung in diesem Falle 
tolerierbar.[293,298] 
Versuche, einen Zusammenhang zwischen der Affinität/Spezifität der SBP mit der Tiefe ihrer 
jeweiligen Bindungstaschen unter Berücksichtigung ihrer Gram-positiven/-negativen Herkunft 
herzustellen, sind äußerst schwierig. Erste Betrachtungen bekannter Strukturen erwecken den 
Eindruck, dass SBP Gram-positiver Bakterien tiefere Bindungstaschen besitzen, die mit ihrer höheren 
Affinität korrelieren: Die apo-Struktur von FhuD aus B. subtilis (PDB-Code: 3G9Q) weist eine deutlich 
tiefere Bindungsspalte auf als die holo-Struktur aus E. coli (PDB-Codes: 1EFD, 1KS7, 1K2V, 1ESZ), 
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gleiches gilt für die apo- und holo-Strukturen von FeuA verglichen mit der holo-Struktur von CeuE aus 
C. jejuni (PDB-Code: 2CHU).  Allerdings richtet sich die Gestalt der Bindungstaschen vorwiegend nach 
der Größe ihrer Substrate, daher nehmen sie für flache Liganden wie beispielsweise Häm deutlich 
andere Formen an als für große, eher globuläre Liganden wie Vitamin B12 oder Siderophore 
(Abb. 5-2). Die Anzahl der verfügbaren Strukturinformationen von apo- bzw. holo-SBP lässt eine 
grundsätzliche These derzeit nicht zu. Die Präsenz sowohl offener wie geschlossener apo- und 
holo-Formen in Kristallstrukturen wie beispielsweise im Fall des Proteins FitE aus E. coli und eine 
manuelle Untersuchung der zurzeit verfügbaren Kristallstrukturen (siehe Anhang, Tab. A-4) legen 
jedoch nahe, dass der Grundsatz tieferer Bindungstaschen in SBP Gram-positiver Organismen zu 
stark vereinfacht und durch die momentan zur Verfügung stehenden Strukturen von SBP der 
Klasse III nicht gedeckt ist. 
 
5.2.3 Charakteristika der gebundenen Siderophore 
Die Kristallisation von SBP in Komplex mit ihren jeweiligen Substraten bietet neben den strukturellen 
Informationen über das Protein und die molekularen Details der Substratbindung eine 
hervorragende Möglichkeit an strukturelle Informationen über die gebundenen Siderophore zu 
gelangen. Es existieren äußerst wenige Kleinmolekülkristallstrukturen von Eisen(III)‒
Siderophor-Komplexen, da die Kristallisation oftmals nicht erfolgreich ist. Daher war die Lösung der 
Kristallstruktur von [VIV(Ent)]2− ein Meilenstein in der Charakterisierung dieses wichtigen 
Siderophors.[274-275] Bisher wurden die Eisenkomplexe der Siderophore Bacillibactin, Enterobactin und 
mecam in Komplex mit FeuA (diese Arbeit), mecam2 in Komplex mit CeuE,
[99] Gallichrom, Desferal, 
Coprogen und Albomycin 2 in Komplex mit FhuD,
[84,126] Staphyloferrin A in Komplex mit HtsA[156] und 
Staphyloferrin B in Komplex mit SirA[159] gelöst. Darüberhinaus existieren Cokristallstrukturen mit 
Häm und Vitamin B12, ein Überblick ist im Anhang (Tab. A-4) angegeben. Alternative Möglichkeiten 
zur Strukturaufklärung von Eisen(III)‒Siderophor-Komplexen bietet mehrdimensionale 
NMR-Spektroskopie, die allerdings große Probenmengen und Substitution von Eisen(III) durch 
Gallium(III) verlangt. 
Die Vermessung von Cokristallen am Synchrotron bietet hingegen den weiteren Vorteil die 
Siderophore durch in crystallo-Absorptionsspektroskopie zu verfolgen. Eine Interpretation der in 
Abb. 4-42 gezeigten Spektren ist jedoch mit den vorhandenen Daten nicht ohne weiteres möglich. 
Der Ursprung der Absorptionsverstärkung nach Exposition mit Synchrotronröntgenstrahlung könnte 
im Übergang zu einem höheren Energieniveau liegen. Darauf deutet auch die verstärkte Absorption  
bei 340 nm hin, die dem →*-Übergang des Siderophors entspricht.[273] 
 
5.2.3.1 Stereokonfiguration und potentielle weitere Substrate 
Die Siderophorkomplexanionen [FeIII(BB)]3−, [FeIII(Ent)]3− und [FeIII(mecam)]3− werden von FeuA in fast 
identischer Art und Weise gebunden, das Protein ist hingegen nicht fähig das Komplexanion des 
verwandten Triscatecholatsiderophors Vibriobactin, [FeIII(VB)]3−, zu binden. Die Komplexanionen 
weisen ausnahmslos eine -Stereokonfiguration ihres Metallzentrums im FeuA-gebundenen Zustand 
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auf, was auch durch die recht starre Bindungstasche bedingt ist, die in dieser Form keine 
-Konfiguration zulassen würde (Abb. 5-7).  
 
 
Abbildung 5-7: Blick entlang der (näherungsweisen) C3-Achse in die FeuA-Bindungstasche. 
A) [Fe
III
(BB)]
3−
. B) [Fe
III
(Ent)]
3−
. C) [Fe
III
(mecam)]
3−
. 
 
Dies ist vermutlich durch die Notwendigkeit einer distinkten Domänenbewegung nach 
Substratbindung gegeben, da nur dadurch die Interaktion mit der TMD des 
ABC-Transporterkomplexes stattfinden kann. Die Notwendigkeit der definierten Domänenbewegung 
resultiert in einer starren Bindungstasche, die einerseits die begrenzte Substratpromiskuität von 
FeuA erklärt (keine Bindung des sterisch anspruchsvolleren [FeIII(VB)]3−) und andererseits in der Folge 
auch zum strikten Ausschluss -konfigurierter Siderophore führt. 
Die -Konfiguration von [FeIII(BB)]3− wurde lange als Hauptunterscheidungsmerkmal für Transporter 
zum -konfigurierten [FeIII(Ent)]3− angesehen. Die hier vorgestellten FeuA-Kristallstrukturen zeigen 
jedoch eindeutig, dass die Stereokonfiguration nicht zur Diskriminierung zwischen beiden 
Siderophoren dienen kann, da im gebundenen Zustand auch [FeIII(Ent)]3− die -Konfiguration 
annimmt. Dies erklärt auch, dass die Bindung des -konfigurierten [FeIII(enantio-Ent)]3− in E. coli 
beobachtet werden konnte, auch wenn es nicht zum Wachstum des Bakteriums beitrug.[299-300] Das 
Unvermögen, trotz Aufnahme zum Wachstum beizutragen erklärt sich in der Spezifität der 
Trilacton-Esterase Fes, die nicht fähig ist, das Trilactonrückgrat des aus D-Serin-Einheiten 
aufgebauten enantio-Ent zu hydrolysieren.[273] 
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Abbildung 5-8: Kristallstrukturen Eisen(III)‒Siderophor-prozessierender Enzyme. 
A) Eisen(III)‒Siderophor-Reduktase ViuB aus Shewanella putrefaciens (PDB-Code: 2GPJ). Der Cofaktor FAD (C: grün, N: blau, 
O: rot, P: orange) und die basische Triade (C: gelb, N: blau) sind als Stabmodell dargestellt. B) Trilactonsiderophor-Esterase 
Bes aus B. cereus (PDB-Code: 2QM0). Der voraussichtlich katalytisch aktive Ser-Rest wurde zu O-[Bis(1-Methylethoxy)-
phosphoryl]-L-serin (C: gelb, O: rot, P: orange) modifziert. Dieses, sowie drei putativ mit dem Substrat interagierende 
Trp-Reste (C: violett, N: blau), sind als Stabmodell dargestellt. C) Enterobactin-Esterase Fes aus Shigella flexneri (PDB-Code: 
3C8D). Der verglichen mit IroE (gleiche Orientierung in D)) zusätzliche „Deckel“ ist in gelb dargestellt. 
D) Salmochelin-Hydrolase IroE aus E. coli (PDB-Code: 2GZS).
[301]
 Der mit dem Inhibitor Diisopropylfluorophosphonat 
verbundene katalytisch aktive Ser-Rest ist als Stabmodell dargestellt (C: magenta, O: rot, P: orange). 
 
Die Kippbewegung der Catecholatringe ist für [FeIII(BB)]3− etwa doppelt so groß wie für die beiden 
anderen Komplexanionen, dies liegt vermutlich am erhöhten sterischen Anspruch durch die 
zusätzlichen Glycinbausteine des Siderophors. Die Kippbewegung der drei Ringe ist in einem 
Siderophor zwar jeweils sehr ähnlich aber doch unterschiedlich stark, was höchstwahrscheinlich an 
ihrer unterschiedlichen chemischen Umgebung liegt. Dieses Zusammenspiel verdeutlicht den großen 
Einfluss, welchen die Bindungstasche auf die Gesamtkonformation der Siderophore ausübt. Dies wird 
insbesondere durch den Wechsel der Stereokonfiguration von [FeIII(Ent)]3− von  in freier Lösung hin 
zu  gebunden durch FeuA deutlich. Weiterhin erklärt die ausschließliche Akzeptanz -konfigurierter 
Triscatecholate die leicht höheren Affinitäten der SBP FeuA und FepB zu dem aus D-Aminosäuren 
aufgebauten Enantiomeren [FeIII(enantio-Ent)]3−.[273,296] Auch das Enterobactin-Bindungsprotein CeuE 
aus C. jejuni vermag das Siderophormimetikum mecam nur in -Konfiguration zu binden,[99] gleiches 
gilt für das menschliche Immunoprotein Siderocalin.[58] Neben ihrer Bedeutung für den Transport 
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scheint die -Konfiguration von ebenso großer Bedeutung für die Erkennung durch weitere Enzyme, 
die an der intrazellulären Prozessierung des Siderophors beteiligt sind, zu sein. Auch die putative 
Eisen(III)‒Siderophorreduktase YqjH aus E. coli weist eine basische Triade auf und bindet 
ausschließlich -konfigurierte Substrate.[302] Eine Kristallstruktur des Homologen ViuB aus 
Shewanella putrefaciens mit der basischen Triade K45, K236 und K239 ist in Abb. 5-8A gezeigt. 
Im zweiten Freisetzungsweg für Triscatecholatsiderophor-gebundenes Eisen(III) spielt die 
Stereokonfiguration des Metallzentrums hingegen keine Rolle: Die Bacillibactinesterase BesA aus 
B. subtilis bindet Enterobactin in -Stereokonfiguration. Da in den eigenen Messungen jedoch die 
katalytisch inaktive Variante BesA-S188A vermessen wurde und nicht bekannt ist, ob diese die 
Siderophore zu binden vermag, kann nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, dass hier 
das Siderophor in freier Lösung vermessen wurde. Weitere Untersuchungen von BesA zeigten, dass 
hingegen die Chiralität des Trilactonrückgrats von entscheidender Bedeutung für eine erfolgreiche 
Hydrolyse ist. So werden synthetische, aus D-Aminosäuren aufgebaute Derivate der Siderophore 
weder von BesA noch von seinem E. coli-Homologen Fes hydrolysiert.[273] Kristallstrukturen dieser 
Siderophoresterasen sind in Abb. 5-8 gezeigt. 
Die weiteren in dieser Arbeit auf Bindung durch FeuA getesteten Substrate waren [FeIII(VB)]3− und 
[FeIII(2,3-DHB)3]
6−. Während der Eisen(III)-Komplex des Siderophorvorläufers 2,3-DHB durch FeuA 
noch moderat gebunden wurde und eine schwach ausgeprägte -Konfiguration annahm, konnte im 
Falle des entfernt verwandten Vibriobactins keine distinkt in Anwesenheit des Proteins 
angenommene Stereokonfiguration und auch keine Bindung beobachtet werden. Dies liegt 
vermutlich am deutlich größeren sterischen Anspruch der Oxazolinringe, die direkt an zwei der drei 
Catecholateinheiten angebracht sind.[33,303] Daher ist es auch höchst unwahrscheinlich, dass die 
Siderophore Fluvibactin  aus Vibrio fluvialis und Vulnibactin aus Vibrio vulnificus von FeuA erkannt 
und gebunden werden könnten. Diese weisen hohe Verwandschaft mit VB auf: Bei Vulnibactin sind 
die zwei mit den Oxazolinringen verbundenen Catecholatgruppen durch Phenolatgruppen ersetzt 
und bei Fluvibactin ist im Gegensatz zu Vibriobactin nur eine Catecholateinheit mit einem 
Oxazolinring verbunden. 
Weiterhin wurden kürzlich zwei weitere Vertreter der Triscatecholatsiderophore beschrieben: 
Griseobactin (GB) aus Streptomyces griseus[304] und Trivanchrobactin (TVB) aus Vibrio sp. DS40M4 
(Schema 5-3).[305]  Die Trilactonform von TVB wurde beschrieben, dies mag allerdings an der 
Isolations- und Reinigungsmethodik liegen. Gemein ist beiden Siderophoren eine Substitution des in 
BB vorhandenen Glycins durch die ungleich größere Aminosäure Arginin. 
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Schema 5-3: Weitere Triscatecholatsiderophore. 
Eine Strukturformel wurde in der Originalpublikation für GB nicht gezeigt, allerdings wurde es als strukturell verwandt zu BB 
und Ent beschrieben.
[304]
 Die hier gezeigte Strukturformel basiert daher auf dieser Beschreibung. 
 
Neben der deutlich veränderten elektrochemischen Eigenschaften des basischen Arginins erscheint 
es schon allein aufgrund der geringen Substrattoleranz von FeuA in Bezug auf den sterischen 
Anspruch der Reste nahe des Eisen(III)‒Oxo-Zentrums eher unwahrscheinlich, dass es fähig sein 
würde diese beiden Siderophore zu binden. Gleiches gilt für Salmocheline, die durch ihre 
glycosylierten Catecholateinheiten ebenfalls einen erheblich höheren sterischen Anspruch 
generieren und daher voraussichtlich durch FeuA wenn überhaupt nur mit äußerst geringer Affinität 
gebunden würden. 
 
 
Schema 5-4: Biosynthese von Epinephrin ausgehend von Phenylalanin. 
 
Desweiteren ist die Bindung des Eisen(III)-Komplexes von L-Norepinephrin (NE) durch FeuA mit einer 
Affinitätskonstante von etwa 1.6 mol L−1 und die Abhängigkeit des Transports dieses 
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Eisenkomplexes vom FeuABC‒YusV2-Transporter bekannt.
[272] Bei NE (auch Noradrenalin) handelt es 
sich um einen Neurotransmitter, der im menschlichen Körper ausgehend von den Aminosäuren 
Phenylalanin bzw. Tyrosin hergestellt wird (Schema 5-4). 
NE weist ein 3,4-Hydroxylierungsmuster seines aromatischen Rings auf und ist daher von den 
2,3-substituierten Siderophoren wie BB und Ent deutlich verschieden. Nichtsdestoweniger ist es fähig 
Eisen(III)-Komplexe zu bilden und kann von Pathogenen zur Eisenversorgung herangezogen werden 
(siehe beispielsweise [306-308]). Das 3,4-Substitutionsmuster von NE spiegelt sich mutmaßlich in der 
niedrigeren Affinität von FeuA gegenüber seines Eisen(III)-Komplexes wider. Die Frage wie dieser 
Komplex in der Bindungstasche von FeuA Platz findet und gebunden wird, müsste durch 
Kristallstrukturanalyse beantwortet werden. 
 
5.2.3.2 [FeIII(BB)]3− 
Dem Aufbau und der Konfiguration von Bacillibactin als endogenem Siderophor von B. subtilis kommt 
besondere Bedeutung zu. Aufgrund der 2001 beschriebenen Biosynthese von Bacillibactin blieb die 
Konfiguration des zweiten Stereozentrums der Threonineinheiten fraglich. So aktiviert die NRPS DhbF 
in vitro sowohl das (2S,3R)-konfigurierte L-Thr als auch das (2S,3S)-konfigurierte L-allo-Thr 
(Aktivierungsverhältnis etwa 2:1).[22] Die vorliegende Cokristallstruktur von FeuA∙[FeIII(BB)]3− lässt 
eindeutig erkennen, dass bei der BB-Assemblierung ausschließlich das natürliche Substrat L-Thr 
verwendet wird. Interessante und unerwartete Eigenschaften zeigte auch der Trilactonring des 
Siderophors. Betrachtet man die zwölfgliedrigen Ringe in BB und Ent als drei fusionierte 
Cyclohexanringe mit fehlendem Zentralatom, dann sind zwei unterschiedliche Konformationen 
möglich, die dem Umstand Rechnung tragen, dass jeder der Ringe eine Sesselkonformation 
annehmen muss: Eine in der die Amidfunktionalitäten alle in axialer und eine in der sie alle in 
äquatorialer Position angeordnet sind.[273] In der Folge sind alle Carbonylfunktionen des Trilactons 
vom Metallzentrum weg bzw. zu ihm hin ausgerichtet. 
 
 
Abbildung 5-9: Berechnete und beobachtete Strukturen von [FeIII(BB)]3−. 
A) Energieminimierte Struktur von [Fe
III
(BB)]
3−
. Stereokonfiguration: , Makrozyklus: invertiert.
[277]
 B) Energieminimierte 
Struktur von [Fe
III
(BB)]
3−
. Stereokonfiguration: , Makrozyklus: normal.
[277]
 C) Beobachtete Struktur von durch FeuA 
gebundenem [Fe
III
(BB)]
3−
. Stereokonfiguration: , Makrozyklus: normal. 
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Berechnungen zeigten, dass die Carbonylfunktionen in der energieärmsten Struktur von [FeIII(BB)]3− 
in einem sog. invertierten Makrozyklus zum Metallzentrum hin ausgerichtet sind, was mit 
zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindungen erklärt wurde, die diese Konformation ausbilden kann. 
Eine weitere, als um 2.3 kcal mol−1 weniger stabil berechnete Struktur wurde ebenfalls vorgestellt. 
Diese Struktur zeigt gute Übereinstimmung mit der hier beobachteten, von FeuA gebundenen 
Struktur (Abb. 5-9).[277] 
Die in vacuo-Kalkulationen berücksichtigten allerdings nicht die natürliche, wässrige Umgebung des 
Siderophors. Die Cokristallstruktur lies drei hochgeordnete Wassermoleküle erkennen, die durch ein 
umfangreiches Netzwerk von Wasserstoffbrückenbindungen die als weniger stabil berechnete 
Struktur von [FeIII(BB)]3− mit „normalem“ Makrozyklus stabilisieren. Diese Stabilisierung mag auch der 
Grund für die deutlich geringere Hydrolyseempfindlichkeit von [FeIII(BB)]3− verglichen mit [FeIII(Ent)]3− 
sein. Aufgrund der fehlenden Glycinbausteine und des damit verbundenen deutlich geringeren 
Abstandes zwischen Trilactonring und Metallzentrum wären Wassermoleküle nicht in der Lage, 
zwischen diese beiden Komponenten von Ent zu interkalieren. Selbst bei Inkubation über Nacht in 
6 mol L−1 Salzsäure bleibt [FeIII(BB)]3− im Gegensatz zu [FeIII(Ent)]3− fast vollständig intakt.[273] Neben 
der Stabilisierung durch die Wassermoleküle kann ein Grund auch an der zusätzlichen sterischen 
Hinderung durch die Methylgruppen der Threonineinheiten, verglichen mit dem Serintrilacton, 
liegen. Diese Frage ließe sich mit einem synthetischen Ser→Thr-Derivat von Enterobactin 
beantworten, allerdings waren entsprechende Syntheseversuche bisher erfolglos.[273] 
 
5.2.3.3 [FeIII(Ent)]3− 
Das auffälligste Merkmal von [FeIII(Ent)]3− verglichen mit [FeIII(BB)]3− liegt in der unterschiedlichen 
Stereokonfiguration in Lösung. Berechnungen zeigten, dass der Energieunterschied zwischen - und 
-Konfiguration mit 2.1 kcal mol−1 sehr gering ist, ebenso ist eine -konfigurierte Konformation mit 
invertiertem Makrozyklus nur um 2.2 kcal mol−1 weniger stabil.[277] Dies drückt sich neben der 
→-Invertierung auch in der strukturellen Flexibilität des Siderophors in den bisher zur Verfügung 
stehenden Strukturen aus. Die erste bekannte Struktur war die Kleinmolekülkristallstruktur von 
[VIV(Ent)]2−, die ein -konfiguriertes Siderophorkomplexanion mit „normalem“ Makrozyklus 
zeigte.[274-275] Betrachtet man eine Kristallstruktur von menschlichem Siderocalin mit intakten 
[FeIII(Ent)]3−-Komplexanionen, kann man zwei verschiedene Konformationen beobachten: Eine mit 
invertiertem Makrozyklus und eine in der die Carbonylfunktionen eher seitlich nach oben stehen, 
eine Art Zustand zwischen beiden Extremen (Abb. 5-10A und B). Das FeuA-gebundene [FeIII(Ent)]3− 
weist wiederum eine andere Konformation auf: Zwei der Carbonylfunktionen zeigen vom Metall weg, 
die dritte zeigt seitlich nach oben, mithin ist eine lokal gebrochene Symmetrie des Komplexanions zu 
beobachten (Abb. 5-10C). 
Die NMR-Struktur des an Lipocalin Q83 aus Coturnix japonica gebundenen [GaIII(Ent)]3− ist zwar recht 
hochgeordnet (Abb. 5-10D), weist jedoch im Gegensatz zu allen anderen Konformationen eine 
-Konfiguration am Metallzentrum auf. Dies mag allerdings an der Art der Strukturdaten liegen: Bei 
der Berechnung der Bibliotheksdatenbank für [GaIII(Ent)]3− wurde die (-konfigurierte) 
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[VIV(Ent)]2−-Struktur als Modell verwendet. Es mag sein, dass die Konfiguration im nachfolgenden 
Berechnungsprozess nicht weiter beachtet wurde. Die Form der Oberfläche der Bindungstasche 
deutet jedenfalls eher auf ein -konfiguriertes Siderophor hin. 
 
 
Abbildung 5-10: Konformationelle Flexibilität von [FeIII(Ent)]3−. 
A) Siderocalin-gebundenes [Fe
III
(Ent)]
3−
 (PDB-Code: 3CMP, Kette A). Stereokonfiguration: , Makrozyklus: invertiert. 
B) [Fe
III
(Ent)]
3−
 (PDB-Code: 3CMP, Kette C). Stereokonfiguration: , Makrozyklus: Zwischenform. C) FeuA-gebundenes 
[Fe
III
(Ent)]
3−
. Stereokonfiguration: , Makrozyklus: etwas deformiert, ansonsten normal. D) Lipocalin Q83-gebundenes 
[Ga
III
(Ent)]
3−
 (PDB-Code: 2KT4).
[67]
 Stereokonfiguration: , Makrozyklus: normal. 
 
Eine Besonderheit der Eisen(III)-Bindung von Ent ist seine Fähigkeit nach Protonierung der drei 
meta-O-Atome von einem Catecholat- in einen Salicylatbindungsmodus überzugehen und damit vom 
[FeIII(Ent)]3−-Komplexanion zum neutralen [FeIII(H3-Ent)]-Komplex zu wechseln (Schema 5-5, nach 
[309]).[309-310] 
Zwar kann Ent offensichtlich auch nach partieller 
Protonierung die Bindung des Eisen(III)-Kations 
zunächst beibehalten, andererseits stellt die 
Protonierung einen alternativen Weg für die 
Freisetzung des Eisens dar, da sich das 
Redoxpotential des Komplexes nach Protonierung 
deutlich erhöht und es somit dem Einfluss 
bakterieller Reduktasen zugänglich wird. Ob auch 
für BB ein Catecholat→Salicylat-Koordinationswechsel möglich wäre ist aufgrund der drei zwischen 
Eisen(III)‒Oxo-Zentrum und Trilacton interkalierten Wassermoleküle fraglich, da diese die 
notwendige konformationelle Änderung des Siderophors stören könnten. Damit mag auch die 
Beobachtung zusammenhängen, dass das [FeIII(BB)]3−-Komplexanion deutlich säurestabiler ist als das 
[FeIII(Ent)]3−-Komplexanion,[273] was möglicherweise in den unterschiedlichen 
Wachstumsbedingungen ihrer jeweiligen Produzenten bzw. in deren natürlichem Habitat begründet 
liegt. 
 
5.2.3.4 [FeIII(mecam)]3− 
Das synthetische Siderophoranalogon mecam wird seit langem als Mimetikum eingesetzt, um die 
Bindung und Aufnahme von Siderophoren zu verstehen. Im Gegensatz zu seinen natürlichen 
Verwandten BB und Ent besitzt es ein nicht hydrolysierbares Rückgrat, was es zu einer robusten 
Sonde macht. 
 
Schema 5-5: Koordinationswechsel vom 
Catecholat- zum Salicylatbindungsmodus. 
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Abbildung 5-11: Vergleich der Bindungstaschen von FeuA und CeuE. 
A) und B) Bindungstaschen von FeuA∙[Fe
III
(mecam)]
3−
 und CeuE∙[{Fe
III
(mecam)}2]
6−
 (PDB-Code: 2CHU).
[99]
 
C) und D) Darstellung der elektrostatischen Oberfläche der Bindungstaschen (von −5 (rot) bis  5 (blau) kBT/eC). 
 
 
Abbildung 5-12: Modell eines FeuA2∙[{Fe
III(mecam)}2]
6−-Dimers. 
A) Gesamtansicht. B) Bindungstasche. Das [{Fe
III
(mecam)}2]
6−
-Komplexanion aus der CeuE-Struktur (PDB-Code: 2CHU) wurde 
durch Überlagerung mit den [Fe
III
(mecam)]
3−
-Komplexanionen manuell in die Bindungstaschen zweier FeuA-Moleküle (grün 
bzw. orange) eingepasst. 
 
Die physiologische Signifikanz seines Eisen(III)-Komplexanions ist nicht vollständig geklärt. Erste 
Untersuchungen zeigten eine mit Ent vergleichbare Wachstumsfördung,[101-102] während spätere 
Experimente eine Akkumulation des Komplexanions im Periplasma von E. coli nahelegten.[103-104] 
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Besondere Aufmerksamkeit erhielt mecam daher durch die 2006 veröffentlichte Verbrückung von 
zwei SBP durch ein zweikerniges ,-[{FeIII(mecam)}2]
6−-Komplexanion (siehe Abb. 1-5), welche die 
Akkumulation zu erklären schien.[99] Allerdings hatten vorherige Berechnungen eine einkernige 
Struktur des Komplexanions vorausgesagt.[100] Die hier vorgestellte Kristallstruktur des 
FeuA∙[FeIII(mecam)]3−-Komplexes zeigt völlig andere Eigenschaften als die 
CeuE2∙[{Fe
III(mecam)}2]
6−-Struktur. Der FeuA-gebundene Eisen(III)‒mecam-Komplex weist eine 
einkernige Struktur auf, so wie es ursprünglich erwartet und angedacht war. Etwaige ‒
-Wechselwirkungen zweier möglicherweise Kopf-an-Kopf-liegender Komplexanionen konnten 
ebenfalls nicht festgestellt werden, so dass es sich insgesamt um eine eindeutig monomere Struktur 
handelt. 
Woher diese signifikanten Unterschiede kommen ist unklar. Da mecam im Gegensatz zu den nativen 
Siderophoren BB und Ent nicht über ein chirales Rückgrat verfügt, ist die Beweglichkeit der drei 
Catecholamid-„Arme“ deutlich weniger stark eingeschränkt, was die Bildung des beobachteten 
Dimers begünstigen könnte. Möglicherweise handelt es sich bei der dimeren CeuE-Struktur schlicht 
um ein Kristallisationsartefakt, allerdings könnten auch die deutlich verschiedenen Bindungstaschen 
der zwei Proteine den Ausschlag geben. Das [{FeIII(mecam)}2]
6−-Dimer ist durch CeuE in einer deutlich 
flacheren Tasche gebunden, als das [FeIII(mecam)]3−-Monomer durch FeuA. Während die Reste R204 
und R248 von unten auf das Siderophorkomplexanion ausgerichtet sind, ist die basische Triade in 
FeuA eher von der gleichen Ebene oder von darüber auf das Eisen(III)‒Oxozentrum ausgerichtet, was 
in einer deutlich tieferen Tasche resultiert (Abb. 5-11). 
Die Tiefe der Bindungstasche von FeuA und die damit verbundenen höheren sterischen Ansprüche 
könnten zu einer Kollision zweier über ein [{FeIII(mecam)}2]
6−-Komplexanion verbundenen Proteine 
führen. Dies wird vom CeuE-Dimer neben den flachen Bindungstaschen auch dadurch verhindert, 
dass sich die zwei Makromoleküle etwa senkrecht versetzt zueinander ausrichten. Bei (manueller) 
Einpassung des [{FeIII(mecam)}2]
6−-Komplexanions in die FeuA-Bindungstasche zeigt sich, dass eine 
solche senkrechte Ausrichtung bei einem FeuA-Dimer nicht ausreichend wäre, um eine massive 
Kollision der beiden Proteine zu verhindern (Abb. 5-12). 
Die Evolution der Bindungstaschen bakterieller Siderophorbindungsproteine könnte daher in 
verschiedenen bakteriellen Phyla unabhängig voneinander gewesen sein, basierend auf einem 
Vorfahren der „Helix-Rückgrat-Familie“, der genug Formbarkeit aufwies, um strukturell verschiedene 
Bindungsmodi für funktionell ähnliche Erkennungsmodi zu etablieren. 
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Tabelle A-1: Einteilung der Substratbindungsproteine in Cluster nach Tam und Saier.[135] 
Cluster Substrate  
1 Malto-Oligosaccharide, multiple Zucker, -Glycerolphosphat und Eisen  
2 Hexosen und Pentosen  
3 polare Aminosäuren und Opine  
4 aliphatische Aminosäuren und Amide  
5 Peptide und Nickel  
6 anorganische Polyanionen  
7 organische Polyanionen  
8 Eisenkomplexe und Vitamin B12  
9 Mangan und Zink  
 
Tabelle A-2: Einteilung der Substratbindungsproteine in Klassen nach Fukami-Kobayashi et al.[137] 
Klasse Anzahl der 
Interdomänenverbindungen 
Topologie der 
-Faltblätter 
 
I 3 2‒1‒3‒4‒5 
II 2 2‒1‒3‒n‒4
[a] 
III 1 ‒[b]  
[a] n repräsentiert den Strang, der der ersten Überkreuzung der N- und C-terminalen Domäne folgt und umgekehrt. 
[b]  Klasse III wurde erst nachträglich hinzugefügt, daher wurde in der Originalarbeit die Topologie der -Faltblätter 
nicht definiert. 
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Tabelle A-3: Einteilung der Substratbindungsproteine in Cluster nach Berntsson et al.[142] 
Cluster Substrate Klassifizierung nach [137] 
A-I Metallionen Klasse III 
A-II Siderophore Klasse III 
B Kohlenhydrate, Leu, Ile, Val Klasse I 
C Di- und Oligopeptide, Arg, Cellobiose, Nickel Klasse II 
D-I Kohlenhydrate Klasse II 
D-II Putrescin, Thiamin Klasse II 
D-III Tetraedrische Oxyanionen Klasse II 
D-IV Eisenionen Klasse II 
E Sialsäure, 2-Ketosäuren, Ectoin, Pyroglutaminsäure Klasse II 
F-I trigonal-planare Anionen, unbekannte Liganden Klasse II 
F-II Methionin Klasse II 
F-III kompatible Solute Klasse II 
F-IV Aminosäuren Klasse III 
 
Tabelle A-4: Strukturell charakterisierte Substratbindungsproteine der Klasse III. 
Protein Organismus Ligand Auflösung PDB-Code Literatur 
AdcAII Streptococcus pneumoniae ZnII 2.40 Å 3CX3 [311] 
BSU3320 Bacillus subtilis ‒ 2.60 Å 3G9Q ‒ 
  ‒ 3.20 Å 3HXP ‒ 
BtuF Escherichia coli ‒ 2.00 Å 1N4D [158] 
  ‒ 2.60 Å 2QI9 [167] 
  Vitamin B12 2.00 Å 1N2Z [141] 
  Vitamin B12 2.00 Å 1N4A [158] 
CeuE Campylobacter jejuni mecam 2.40 Å 2CHU [99] 
DesE Streptomyces coelicolor ‒ 1.50 Å 2X4L [312] 
FhuD Escherichia coli Gallichrom 1.90 Å 1EFD [126] 
  Albomycin 2 2.60 Å 1K7S [84] 
  Desferal 1.97 Å 1K2V [84] 
  Coprogen 2.00 Å 1ESZ [84] 
FitE Escherichia coli ‒ 1.82 Å 3BE6 [155] 
  ‒ 2.20 Å 3BE5 [155] 
FpiA Bacillus subtilis ‒ 1.75 Å 3GFV [269] 
HmuT Yersinia pestis ‒ 1.50 Å 3MD9 [292] 
  2 Häm 2.50 Å 3NU1 [292] 
HtsA Staphylococcus aureus ‒ 1.35 Å 3EIX [313] 
  ‒ 1.60 Å 3EIW [313] 
  Staphyloferrin A 2.20 Å 3LI2 [156] 
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  Staphyloferrin A 1.30 Å 3LHS [156] 
IsdE Staphylococcus aureus Häm 2.15 Å 2Q8Q [293] 
  Häm 1.95 Å 2Q8P [293] 
Lbp Streptococcus pyogenes ZnII 2.45 Å 3GI1 [314] 
 Streptococcus agalactiae ZnII 2.50 Å 3HJT [315-316] 
MntC Synechocystis sp. pcc 6803 MnII 2.90 Å 1XVL [317] 
MtsA Streptococcus pyogenes FeII 1.87 Å 3HH8 [169] 
PhuT Shigella dysenteriae ‒ 2.05 Å 2RG7 [298] 
  Häm 2.05 Å 2R7A [298] 
PsaA Streptococcus pneumoniae ZnII 2.00 Å 1PSZ [168] 
ShuT Pseudomonas aeruginosa Häm 2.40 Å 2R79 [298] 
SirA Staphylococcus aureus ‒ 2.10 Å 3MWG [159] 
  Staphyloferrin B 1.70 Å 3MWF [159] 
TM0189 Thermotoga maritima ‒ 1.70 Å 2ETV ‒ 
TroA Treponema pallidum ‒ 2.50 Å 1K0F [145] 
  ZnII 1.80 Å 1TOA [154] 
YcdH Bacillus subtilis MnII 2.60 Å 2O1E ‒ 
ZnuA Synechocystis sp. pcc 6803 ZnII 1.90 Å 1PQ4 [318] 
  ‒ 2.50 Å 2OV1 [319] 
  ZnII 2.40 Å 2OV3 [319] 
 Escherichia coli ZnII 1.83 Å 2OGW [320] 
  ZnII 1.75 Å 2OSV [321] 
  CoII 2.15 Å 2PS9 [322] 
  ‒ 2.47 Å 2PS3 [322] 
  ZnII 2.00 Å 2PS0 [322] 
  ZnII 1.70 Å 2PRS [322] 
Stand: 11.03.2011. Basierend auf 
[142]
 und 
[290]
, erweitert durch Abgleich von FeuA mit dem DALI-Server.
[250]
 
 
Tabelle A-5: Strukturell charakterisierte SBP der Klasse III (FhuD-ähnlich) mit zusätzlichem 
-Faltblatt am N-Terminus. 
Protein Organismus PDB-Code Reste Kristallkontakt? 
CeuE Campylobacter jejuni 2CHU 24-50 geringfügig 
BSU3320 Bacillus subtilis 3HXP 45-56 nein 
DesE Streptomyces coelicolor 2X4L 52-69 geringfügig 
FitE Escherichia coli 3BE5, 3BE6 19-38 ja 
HtsA Staphylococcus aureus 3EIX, 3EIW, 
3LI2, 3LHS 
36-54 
36-54 
ja 
geringfügig 
SirA Staphylococcus aureus 3MWF 37-51 ja 
TM0189 Thermotoga maritima 2ETV 26-38 
(+ His6-Tag) 
ja 
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Tabelle A-6: Verwandschaftsgrad der in Abb. 5-3 verglichenen Proteine zu FeuA. 
Protein Identität/Ähnlichkeit E-Wert UniProt-Code Organismus 
CeuE 28%/54% 2·10−7 Q0P8Q4 Campylobacter jejuni 
FpiA 28%/48% 7·10−16 P94421 Bacillus subtilis 
FepB 25%/45% 3·10−6 P0AEL6 Escherichia coli 
VctP 22%/40% 0.001 Q9KMU2 Vibrio cholerae 
ViuP 20%/41% 1.2 Q9RCF6 Vibrio cholerae 
Die oben angegebenen UniProt-Codes bezeichnen die in Abb. 5-3 gezeigten Sequenzen. Der Organismus gibt die im BLAST 
verwendeten Suchparameter gegen die Sequenz von FeuA (UniProt-Code: P40409) an. 
 
Tabelle A-7: Verwandschaftsgrad der in Abb. 5-4 verglichenen Proteine zu BtuC. 
Protein Identität/Ähnlichkeit E-Wert UniProt-Code Organismus 
FeuB 30%/52% 3·10−20 P40410 Bacillus subtilis 
FeuC 31%/53% 2·10−36 P40411 Bacillus subtilis 
CeuB 29%/52% 3·10−19 Q0P8Q7 Campylobacter jejuni 
CeuC ‒ ‒ Q0P8Q6 Campylobacter jejuni 
FpiB 26%/50% 8·10−19 P94418 Bacillus subtilis 
FpiC ‒ ‒ P94419 Bacillus subtilis 
FepD 40%54% 2·10−24 P23876 Escherichia coli 
FepG 32%/49% 5·10−20 P26266 Escherichia coli 
VctD 28%/50% 2·10−21 C2IF35 Vibrio cholerae 
VctG 27%/46% 0.002 C2IF34 Vibrio cholerae  
ViuD 33%/52% 1·10−18 Q9RCF5 Vibrio cholerae 
ViuG 29%/49% 2·10−20 Q9RCF4 Vibrio cholerae  
Die oben angegebenen UniProt-Codes bezeichnen die in Abb. 5-4 gezeigten Sequenzen. Der Organismus gibt die im BLAST 
verwendeten Suchparameter gegen die Sequenz von BtuC (UniProt-Code: P06609) an. Wenn keine Werte angegeben sind, 
so wurden vom BLAST-Job keine ausgegeben. 
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Tabelle A-8: Experimente mit Mta. 
Klonierung 
DNA-Ursprung genomische DNA von Bacillus subtilis ATCC 21332 
Primer • pCB28a+N_mta_BamHI_F 
ATAGGATCCAAATATCAAGTTAAACAAGTGGCG 
• pCB28a+N_mta_XhoI_RP 
ATACTCGAGTTACGGCCGGGGGTTTTCCTG 
Vektor pET-28a(+) 
Sequenzierung OK 
  
Genexpression und Proteinreinigung 
Expression LB-Medium, 37 °C, 175 rpm, bis OD600 = 0.6, dann Induktion mit 
0.1 mmol L−1 IPTG, anschließend Expression für 4 h 
Ni‒NTA • Puffer A: 50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl 
• Puffer B:  50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl, 250 mmol L−1 
Imidazol 
• Gradient: 0-5 min: 2%, 5-45 min: 2-50%, 45-55 min: 50-100%, 
55-60 min: 100-0% 
SEC • Säule: HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade 
• Puffer: 20 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 150 mmol L−1 NaCl 
• Elutionsvolumen: 186 mL 
Kristallisation • NeXtal Classics, Classics Lite, Cryo, Anions, MbClass I und II, PACT, JCSG+ 
und ComPAS Suites 
• apo-Mta und Mta∙apo-BB (c = 10 mg mL−1) 
• Temperatur: 18 °C 
→ keine Kristalle gewachsen 
Fluoreszenzspektroskopie erste Hinweise auf Fluoreszenzlöschung durch apo-BB 
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Tabelle A-9: Experimente mit Btr. 
Genexpression und Proteinreinigung 
Quelle btr‒pCB-28a(+) mit C-terminalem His6-Tag
[193] 
Expression 2YT-Medium, 37 °C, 250 rpm, bis OD600 = 0.6, dann Induktion mit 
0.1 mmol L−1 IPTG, anschließend Expression ÜN bei 25 °C 
• Zellen nicht schockgefroren, sondern direkt aufgeschlossen 
Ni‒NTA • Puffer A: 50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl 
• Puffer B:  50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl, 250 mmol L−1 
Imidazol 
• Gradient: 0-60 min: 0-100%, 60-70 min: 100%, 70-80 min: 0-100% 
• Flussrate: 0.75 mL min−1 (Auftrag), 1.0 mL min−1 (Elution) 
• zweifache Reinigung mit Ni‒NTA und Coreinigung mit [FeIII(BB)]3− 
ergaben keine Verbesserung der Reinigung 
→ Bildung von violettem Präzipitat 
IEX • Säule: HiTrap Q-Sepharose Fast Flow 
• Puffer A: 50 mmol L−1 HEPES pH 8.5 
• Puffer B: 50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl 
• Flussrate: 5.0 mL min−1 
SEC • Säule: HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade 
• Puffer: 20 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 150 mmol L−1 NaCl 
• Flussrate: 2.5 mL min−1 
• Elutionsvolumen: mehrere Peaks bei 46, 65 und 88 mL, die alle die 
gleiche Proteinzusammensetzung (darunter Btr) enthielten 
→ Reinigung nur teilweise erfolgreich 
Kristallisation • NeXtal Classics, Classics Lite, Cryo, Anions, MbClass I und II, PACT und 
JCSG+ Suites 
• apo-Btr und Btr∙[FeIII(BB)]3− (c = 10 mg mL−1), 
• Temperatur: 18 °C 
→ keine Kristalle gewachsen, sehr viel Präzipitat 
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Tabelle A-10: Experimente mit N- bzw. C-terminaler Domäne von Btr. 
Klonierung 
DNA-Ursprung btr‒pCB-28a(+) mit C-terminalem His6-Tag
[193] 
Konstrukte • N-terminale Domäne (DNA-Bindung): M1-T254 
• C-terminale Domäne (BB-Bindung): G255-P529 
Primer • FP_Btr-DNA_NdeI_NFwd 
AAACACCATATGCAAAATGCAGTGATTTATCAA 
• FP_Btr-DNA_XhoI_NRev 
AAACTCGAGTCAGCCTGTATATTTTTTAAAGATTCT 
• FP_Btr-DNA_NcoI_CFwd 
AAAAAACCATGGGTCAAAATGCAGTGATTTATCAAC 
• FP_Btr-DNA_XhoI_CRev 
GTGCTCGAGGCCTGTATATTTTTTAAAGATTCT 
• FP_Btr-BB_NdeI_N-Fwd 
AGAAGACATATGGGCTGTTCACCTACAAGC 
• FP_Btr-BB_XhoI_N-Rev 
TTTCTCGAGTCATGGACAATCTCCGGATAG 
• FP_Btr-BB_NcoI_C-Fwd 
AAAAAACCATGGGCTGTTCACCTACAAGCTATAT 
• FP_Btr-BB_XhoI_C-Rev 
GTGCTCGAGTGGACAATCTCCGGATAGTAA 
Vektor pET-28a(+) 
Sequenzierung Konstrukte mit C-terminalem His6-Tag OK 
  
Genexpression und Proteinreinigung 
Expression • LB-Medium, 25, 30 oder 37 °C, 175 rpm, bis OD600 = 0.6, dann 
Induktion mit 0.1-1.0 mmol L−1 IPTG, anschließend Expression für 4 h 
• TB-Medium, Expression bei 18, 28 oder 37 °C Autoinduktion 
→ jeweils sehr hohe Expressionsraten, Proteine aber unter allen 
Bedingungen unlöslich 
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Tabelle A-11: Experimente mit N-Btr‒FeuA-Fusionsprotein. 
Klonierung 
DNA-Ursprung btr‒pET-28a(+), feuA‒pCB-28a(+) 
Konstrukt Fusion der N-terminalen Domäne von Btr (M1-T254) mit FeuA; Einbau 
einer TEV-Schnittstelle zwischen den beiden Domänen 
Primer • FP_Btr-DBD_FusP1_Fwd 
CACGCTAGCATGCAAAATGCAGTGATTTAT 
• FP_Btr-DBD_FusP2_Rev 
CATGAGCTCGCCCTGAAAATAAAGATTCTCGCCTGTATATTTTTTAAA
GATTCTGCTGAA 
• FP_FeuA_FusP3_Fwd 
GGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCGAGCTCATGGGCAGCAAAAATGAA
TCAACTGCCAGC 
• FP_FeuA_FusP4_Rev 
TATCTCGAGTCAGTTTTGTGTCAATTTTTCAGCA 
Vektor pET-28a(+) 
Sequenzierung OK 
  
Genexpression und Proteinreinigung 
Expression LB-Medium, 37 °C, 175 rpm, bis OD600 = 0.6, dann Induktion mit 
0.1 mmol L−1 IPTG, anschließend Expression für 4 h 
Ni‒NTA • Puffer A: 50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl 
• Puffer B:  50 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 1.0 mol L−1 NaCl, 250 mmol L−1 
Imidazol 
• Gradient: 0-50 min: 0-50%, 50-60 min: 50-100%, 60-75 min: 100-0% 
• Flussrate: 1.0 mL min−1 (Auftrag), 1.5 mL min−1 (Elution) 
→ keine Bindung an die Säule 
(NH4)2SO4-Fällung Hauptteil des Proteins in 60% (NH4)2SO4-Fraktion 
IEX • Puffer A: 50 mmol L−1 Tris pH 9.0 
• Puffer B: 50 mmol L−1 Tris pH 9.0, 1.0 mol L−1 NaCl 
• Gradient: 0-30 min: 0-100%, 30-50 min: 100% 
• Flussrate: 5.0 mL min−1 
SEC • Säule: HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade, HiLoad 26/60 
Superdex 75 prep grade 
• Puffer: 20 mmol L−1 HEPES pH 8.5, 150 mmol L−1 NaCl 
• Flussrate: 2.5 mL min−1 
→ Reinigung nur in sehr geringen Ausbeuten möglich 
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Komplementationsstudien in Bacillus subtilis 
DNA-Ursprung N-btr‒feuA‒pET-28a(+) 
Primer FP_Btr-DBD_FusP1_Bs_Fwd 
TATACTAGTATTGAAAGCTTCTGAAAAGGTGGTCTACTC 
FP_Btr-DBD_FusP4_Bs_Rev 
TATGGATCCTCAGTTTTGTGTCAATTTTTCAGCA 
Vektor pX 
Sequenzierung OK 
Transformation Transformation in Bacillus subtilis ATCC 21332 OK 
 
Tabelle A-12: Experimente mit BesA-S188A. 
Genexpression und Proteinreinigung 
Quelle besA-S188A‒pCB-28a(+) mit C-terminalem His6-Tag
[193] 
Expression LB-Medium, 37 °C, 175 rpm, bis OD600 = 0.6, dann Induktion mit 
0.5 mmol L−1 IPTG, anschließend Expression für 4 h bei 30 °C 
Ni‒NTA • Puffer A: 50 mmol L−1 HEPES pH 8.0, 300 mmol L−1 NaCl 
• Puffer B:  50 mmol L−1 HEPES pH 8.0, 300 mmol L−1 NaCl, 250 mmol L−1 
Imidazol 
• Gradient: 0-30 min: 0-100%, 30-40 min: 100-0% 
• Flussrate: 0.75 mL min−1 (Auftrag), 1.5 mL min−1 (Elution) 
SEC • Säule: HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade 
• Puffer: 20 mmol L−1 HEPES pH 8.0, 150 mmol L−1 NaCl 
• Flussrate: 2.0 mL min−1 
• Elutionsvolumen: 198 mL 
Kristallisation • NeXtal Classics, Classics Lite, Cryo, Anions, MbClass I und II, PACT, 
JCSG+, Classics II und ComPAS Suites 
• apo-BesA-S188A und BesA-S188A∙[FeIII(BB)]3− (c = 17.3 mg mL−1) 
• Temperatur: 4 und 18 °C 
→ keine Kristalle gewachsen, sehr viele Öle, sehr viele klare Tropfen 
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Tabelle A-13: Experimente mit Fur. 
Genexpression und Proteinreinigung 
Quelle fur‒pET-28a(+) mit C-terminalem His6-Tag (kloniert von Shashipavan 
Chillappagari) 
Expression LB-Medium, 37 °C, 200 rpm, bis OD600 = 0.6, dann Induktion mit 
0.1 mmol L−1 IPTG, anschließend Expression für 4 h bei 30 °C 
Proteinreinigung siehe Aufzeichnungen von Alan Tanović und Shashipavan Chillappagari 
Kristallisation erste Kristalle wurden von Alan Tanović in folgenden Bedingungen 
erhalten: 
• 0.09 mol L−1 Na3-Citrat pH 5.6, 0.18 mol L
−1 NH4OAc, 27% (v/v) MPD, 
10% (v/v) Glycerin 
• 0.09 mol L−1 Na-Cacodylat pH 6.5, 0.18 mol L−1 Mg(OAc)2, 27% (v/v) 
MPD, 10% (v/v) Glycerin 
• 0.1 mol L−1 Na3-Citrat pH 5.6, 2.5 mol L
−1 Hexan-1,6-diol 
→ alle Kristalle streuten bis ca. 3.5 Å, alle enthielten Zn2+-Ionen, aber 
keine Fe-Ionen 
 
Tabelle A-14: Experimente mit SufU. 
Genexpression und Proteinreinigung 
Quelle sufU‒pET-28a(+) mit C-terminalem His6-Tag (kloniert von Alexander 
Albrecht)[323-324] 
Expression siehe [323-324] 
Proteinreinigung siehe [323-324] 
Kristallisation • Screens: NeXtal Classics, Classics Lite, Cryo, Anions, MbClass I und II, 
PACT, JCSG+ 
• apo-SufU (c = 10 und 23 mg mL−1) 
• Temperatur: 18 °C 
→ keine Kristalle erhalten  
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